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AB REV I AT U RAS
CM-celulosa: carboximetil celulosa 
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EDTA: acido etilendiaminotetracêtico 
p-nitrofenil-P: p-nitrofenil fosfato.
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I. I N T R O D U C C I O N
1. LOS LIQUENES EPIFITOS
1.1. Ecologla
Dentro de la extraordinaria asociaciôn simbiôntica que re­
présentai! los lîquenes, el grupo de los epifitos epifloédicos in 
cluye una serie de especies que muestran una estrecha dependen- 
cia de sustratos arbôreos,. en muchas ocasiones, de ârboles espe- 
cîficos. De hecho, uno de los puntos de referenda inSs claros a 
la hora de définir un lîquen es su sustrato. Pero, mientras que 
en el sentido micolôgico sustrato y material nutritive son dos 
conceptos estrechamente unidos, en Liquenologîa la cuestiôn no 
estâ tan clara, aunque se acepta que son buenos acumulares de mi­
nérales del sustrato y es évidente que poseen unas preferencias 
ligadas quizâs en algunos casos a su nutriciôn.
Esta especificidad de sustrato arbôreo se puede relacionar 
tambiên en algunos casos con caracterîsticas fîsico-quîmicas 
de la corteza como humedad o pH. La textura es importante en oc^ 
ciones: En general es mâs fâcil que las esporas queden atrapadas 
y comiencen su desarrollo en superficies rugosas, como lo demue£ 
tran los trabajos de KALGUTKAR & BIRD (1969) y ADAMS fi. RISSER 
(1971). Tambiên se hacomprobado que son diferentes las comunida- 
des liquénicas que cdbnizan las zonas lisas y rugosas de un mis- 
mo Srbol (DEGELIUS, 1964)(BRODO, 1968).
Precisamente a la humedad del sustrato atribuyen algunos 
autores las diferencias de distribuciôn de algunas comunidades 
epifîticas. En este sentido merecen citarse los trabajos de LE- 
BLANC(1962) BARKMAN(1958) y KALGUTKAR fi. BIRD (1969).
Ouizâs sea el pH del sustrato el mSs estudiado y contro- 
vertido de los factores y, mientras que para algunos autores es la 
principal causa de distribuciôn de los lîauenes, otros no encuen- 
tran correlaciôn alauna. Datos a favor de este punto de vista apa- 
recen en los trabajos de HALE ( 1955) y de FABISZEVJSKI (1968) ; sin 
embargo, para CULBERSON (1955) no existe tal correlaciôn directa.
1.2. Relaciones con el sustrato
1.2.1. Penetraciôn fîsica; El conocer el alcance de la pe 
netraôiôn de los lîquenes epifitos en el interior de los sustratos 
lenosos fue un tema que preocupo^ a cientîficos de finales de siglo, 
quienes trataban de esclarecer su posible papel de parSsitos y pat6 
genos de acuerdo con el grado y mecanismo y penetraciôn. La cuestiôn 
nunca fue zanjada puesto que nientras oue de las observaciones de 
unos se desprendîa que se trataba de una penetraciôn activa con po- 
sib)es fines nutricios que alcanzaba tejidos vives, para otros sôlo 
aparecîa una penetraciôn superficial que ademSs tenîa lugar exclusive 
mente a través de heridas del tejido y lenticelas, nunca activa ni - 
intracelular. Por ejemplo, PORTER (1917) detectaba a Ramalina a tra­
vés de la corteza, cortex,floema y cambium cuàndo en general se acep 
taba que los finticosos penetraban bastante en la corteza pero quedan 
do confinados a capas de la peridermis. Para BONNIER (1889) las hifas 
de Trentepholia llegaban hasta este nivel, perforando las paredes y 
extrayendo materiales nutritives del Interior de las células. Segûn 
LINPAU (1904) la presencia del liquen tambiên estaba limitada a las 
capas de la peridermis, pero crecîa entre ellas, por simple presiôn, 
a tïavés de espacios itercelulares y fisuras, nunca rompiendo ni per 
forando paredes. BRODO (1973) realizô una revisiôn bastante compléta
de este tena, que s61o ha vue]to a ser abordado rrtuy recientemente 
por ESTEVEZ Y cols.(1980), que encuentran una profunda oenetraciôn 
de las hifas de Evernia prunastrl en ramas caidas de Faqus sylvatica 
en las que es capaz de provocar una qran destrucciôn de tejidos, in- 
cluso del tejido xilemStico. Tambiên ASCASO Y cols. (1980) han estu 
diado la penetraciôn del mismo liouen en ramitas vivas de Quercus 
pyrenaica.
Parece difîcil que estos seres, capaces de alterar los ma 
teriales mâs duros, encuentren barreras en el mundo vegetal. En efec 
to, es de sobra qonocido el papel pedogênico de los lîquenes saxîco- 
las, que descornoonen rocas mediante desintegraciôn biogeofîsica (pe 
netraciôn de rizinas, expansion y contracciôn del talo) y descompo- 
siciôn biogeoquînica (COg, âcido oxâlico, quelaciôn)(SYERS & ISKANDAR 
1973) y la alteraciôn de materiales taies como vidrio, mârmol, alabas 
tro y mosaico (BRIGHTMAN & SEAWARD, 1977). Sin embargo, parece claro 
oue las hojas son una barrera infranqueable, puesto que no se ha lie 
qado a encontrar ningûn lîquen epifilo cuyas hifas lleguen a pénétra 
en la epidermis ( v solo dos gêneros son capaces de traspasar la eut 
cula). Los ûltimos trabajos aparecidos en este sentido son los de 
MARGOT (1977).
Sin embargo, cu'ando el sustrato del lîquen epifito es un - 
musqo o incluso otro lîquen, la invasiôn de los tejidos del forofito 
se da frecuentemente, como se describe en el apartado referente al - 
efecto de los lîquenes sobre el sustrato.
La penetraciôn de los lînuenes en tejidos vegetales dépen­
de exclusivamente del roicobionte y es probable que la mera presiôn 
ejercida por las masas de hifas tenqa un importante papel en la rup 
tura de cêlulas y tejidos. Pero no parece factible oue sea êste el -
Gnico mecanismo, siendo como es el micobionte perteneciente al - 
grupo taxonômico de los bongos. En este grupo de organismes, parâ 
sitos o saprôfitos obligados, la invasiôn de sus huéspedes dépen­
de fundamentalmente del atague bionuînico, y el éxito de la infec 
ciôn estâ en gran parte determinado por la posesiôn de la baterîa 
de enzimas necesaria para degradar las paredes celulares de sus - 
huéspedes. Serîa pues lôgico esperar que los lîquenes epifitos po 
seyeran mecanismos similares. Aunque no se han realizado estudios 
concrètes a este respecte, MOISEEVA (1961) senala la extensa pro- 
ducciôn de enzimas extracelulares por parte del liquen en las zo­
nas del talo en contacto mâs estrecho con el sustrato.
1.2.2. Nutriciôn orgânica y minerai; Este serîa quizâs 
uno de los aspectos fundamentaies a la hora de définir las relacio 
nés entre lîquen y sustrato. Se sospecha oue muchos lîouenes epifi 
tes puedan vivir en una especie de semiparasitismo, ya que el gran 
alcance de la penetraciôn, que en ocasiones alcanza tejidos vivos, 
hace pensar en una posible absorciôn y utilizaciôn de los materia- 
les encontrados (BRODO, 1973). Aunque no existen trabajos conclu- 
yentes al respecto, SRIVASTAVA (1964) senala que muchos azûcares y 
otros carbohidratos del liquen son los mismos componentes que exis 
ten en la corteza, pudiendo representar un complemento a su nutri­
ciôn fotosintêtica. Ademâs concuerda esto con el hecho de que en - 
cultives in vitro el lîquen es capaz de utilizer una amplia gama de 
carbono y nitrôgeno orgânicos (SMITH 1962) , y hay que tener en cuen 
ta que los lîquenes cuyo ficobionte cloroficea son incapaces de fi- 
jar el nitrôgeno atmosférico necesario para la proteogenesis.
En cuanto a los minérales, estâ sobradamente reconocido
que los lîquenes y su distribuciôn se ven muy afectados por los 
factores quîmicos del sustrato y crue son eficientes acumuladores 
de los mismos. Pruebas concluyentes sobre la captaciôn de iones 
minérales por lîouenes saxîcolas fueron aportadas por SCHATZ 
(1963), quien mostrô como el pH de una mezcla de talos liouénicos 
triturados con polvo de roca y mica era siemore superior al pH - 
del liquen solo, indicando esto la neutralizaciôn con cat iones -r 
minérales de los grupos carboxilo e hidroxilo que confiereri carâc 
ter âcido a los compuestos liouénicos.
En cuanto a los lîquenes epifloédicos existe una abon­
dante literatura sobre la correlaciôn entre contenidos minérales 
de los talos y de sus sustratos, segûn fue revisado en 1973 por - 
TUOMINEN & JAAKKOLA. Mas recientemente ha aparecido otro trabajo 
de SOLBERG (19 79) realizado con Alectoria fremonti y Pinus sylves- 
tris,que coincide en lineas générales con las observaciones ante- 
riores: para la mayorîa de los elementos existe una estrecha rela 
ciôn entre el contenido del epifito v el del forofito.
Tambiên existen pruebas en contra de la captaciôn de ca 
tiones del sustrato, como el experimento realizado por TROTET (1969), 
quien mantenîa lîquenes creciendo sobre ramas vivas y muertas a 
las que suministraba fôsforo radioactive y no observaba acumulaciôn 
significativa de radioactividad en los talos.
1.2.3. Efecto sobre el sustrato: Mâs arriba se ha hecho - 
una exposiciôn de la relaciôn epifito-forofito desde el punto de vi£ 
ta del epifito, esto es, influencia ejercida por el forofito y posi- 
bles bénéficies que la relaciôn comporta para el liouen. Vamos a ana- 
lizar ahora el otro aspecto: el efecto que el primero puede ejercer 
sobre el segundo.
Es évidente que los lîauenes epifitos alteran el sustra 
to sobre el que viven, aunque el tema de que hasta que punto esto 
supone un parasitisme estâ sin esclarecer. Por una parte no estâ 
suficientemente demostrado el bénéficié nutricional eue la rela­
ciôn comporta al lîquen y por otra los efectos negatives oue sufre 
el forofito estân poco documentados. El conocimiento popular dice 
que lôs lîquenes son nocivos para los ârboles y de ahî que los cam 
pesinos acostumbren arrancarlos de frutales y de encinas. De hecho, 
en entornos naturales es fâcil observer que los ârboles jôvenes, y 
sobre todo, los arbustes que albergan una densa poblaciôn liquênica 
muestran frecuentemente signes de falta de vitalidad y desfoliaciôn. 
Pero los ûnicos casos citados en la literatura de efectos nocivos 
provocados por poblaciones liauênicas se refieren a la interferen- 
cia en el crecimiento de vâstagos de plantas de teT (a Sa h INA & KURO 
KAMA, 1952),. en cuanto a plantas superiores se refiere, y a diver­
ses casos de parasitisme descrito sobre Briefitas e incluso sobre 
otros lîquenes: Es conocido el pujante desarrollo de Herpotallon 
sanguineum cuando crece sobre hepâticas de la fetmilia Jungermania- 
ceae, que acaba destruyendo totalmente. Tambiên merece citarse el 
caso del lîquen PacKVascus lapponicus que crece sobre Andraea - 
(POELT fit HERTEL, 1968) y de las 160 especies de lîquenes conocidas 
en Europa que parasitan otros lîquenes y eue son capaces de destruir 
el talo huesped; entre ellos existen parâsitos obligados, facultati-' 
vos, casos de doble parasitisme, especies parâsitos obligadas exclu 
sivamente en las etapas juveniles, etc. (RONDON, 1978) (ZEHETLEITNER, 
1978).
Otro aspecto del mismo problems sobre el que si existe -
abundante bibliografîa, que se revisa dentro del apartado en nue - 
se describen los efectos alelooâticos de las sustancias liquénicas, 
es la acciôn inhibidora de germinaciôn y desarrollo de plantas supe 
riores por parte de estos compuestos.
1.3. Las sustancias liquénicas
1.3.1. Papel fisiolôgico: Al hablar de sustancias liquêni 
cas, lo hacemos segûn el criterio de VICENTE (1975) que utiliza es­
te nombre para designar exclusivamente a una serie de compuestos - 
absolutamente especificos de la simbiosis liouénica. Incluyen cua­
tro tipos de sustancias: déosidos, depsidonas, dibenzofuranos y - 
âcidos ûsnicos, todos ellos compuestos polifenôlicos, de origen co- 
mûn a partir de âcidos carboxîlicos policetônicos derivados del âci 
do acético.
Se ha especulado mueho sobre la posible funciôn de estes 
compuestos, aunque muchas de.las hipôtesis carecen de base documen- 
tada. Existen sin embargo varias funciones ecofisiolôgicas principa­
les bien fundamentadas que, si bien ninguna de ellas es aplicable a 
todas las sustancias liouénicas, todas ellas tienen importancia en 
el éxito ecolôgico de determinadas especies en particular, y algunas 
estân relacionadas con la caoacidad quelante que presentan estas sus 
tancias.
Por' una parte, la abundancia de compuestos liouénicos den 
tro del talo supone para muchos lîquenes un mecanismo de superviven 
cia. En efecto, el sabor amargo y la toxicidad inherente a los com­
puestos cîclicos con grupos hidroxilo libres représenta en muchos ca 
SOS una eficaz defensa contra la herviboria de vertebrados e inver- 
tebrados.
Ejercen las sustancias liquénicas un papel de filtre de 
las radiaciones solares. Este efecto es debido a que generaImente 
son pigmentadas y suelen depositarse en elevada concentraciôn en 
la zona cortical del talo, regulando as! la intensidad de radia- 
ciôn que llega a las células del ficobionte, el cual generalmente 
funciona mejor a bajas intensidades luminosas. Ademâs varias sus­
tancias liquénicas son eficaces protectoras de radiaciones ultra- 
violeta.‘RUNDELL <1978) hace una detallada exposiciôn sobre todos 
estos aspectos. Tambiên es interesante resehar en este sentido el 
trabajo de ESTEVEZ y cols. <1977), que demuestra la protecciôn del 
^-caroteno por parte de la cloroatranorina.
Tambiên desempenan un importante papel en la regulaciôn 
de procesos metabôlicos dependientes de cationes inorgânicos, rela 
cionado con la capacidad quelante a que se ha hecho referenda.
Estâ demostrado <ESTEVEZ & VICENTE, 1976) que la cloroatranorina de 
Evernia prunastri es capaz de inhibir la reducciôn de NADP+ por - 
ferredoxin-NADP^-reductasa, asi como tambiên el proceso fotolîtico 
(VICENTE & ESTEVEZ, 1976), en cloroplastos de ficobiontes aislados 
de la misma especie liquênica. De la misma manera estâ tambiên com- 
probada su acciÔn sobre la actividad catalasa (VICENTE & cols., 1975). 
Quizâs sea precisamente êste el papel fundamental de las sustancias - 
liquénicas: la regulaciôn de la simbiosis, que parece poder ser con- 
trolada por estos compuestos a distintos niveles.
Las sustancias liquénicas contribuyen asimismo a la nutri­
ciôn minerai del lîquen, gracias al mecanismo de quelaciôn, captan- 
do cationes inorgânicos de la atmôsfera y del sustrato como se ha - 
citado anteriormente. Conviens hacer hincapié en la relaciôn que
10
ello tiene con la pedogenesis: la descomposiciôn biogeoquîmica de 
las rocas dependlente de la quelaciôn de cationes inorgânicos por 
parte de sustancias liquénicas ha sido dis eutida basandose en la 
aparente baja solubilidad de estos compuestos , pero la presencia 
de grupos polares y el fuerte efecto antibiôtico contrarrestan es 
te punto de vista. Entre otros trabajos sobre el tema, estâ el de 
ISKANDAR & SYERS (1971) que ha determinado las solubilidades en - 
agua de diversas sustancias liquénicas y ademâs estâ el hecho de 
que los productos de la quelaciôn de metales por sustancias liqué­
nicas son complejos solubles en agua y por tanto fâ^cilmente movili 
zables. Es preciso mencionar tambiên que existen opiniones en con­
tra de la capacidad quelante de las sustancias liquénicas como la 
de BROWN (1976) quien, después de realizar extracciones acetônicas 
de las sustancias liquénicas del talo, observa que los niveles de 
cationes retenidos por el mismo no disminuyen.
1.3.2. Las sustancias liquénicas como sustancias alelo- 
pâticas : La capacidad antibiôtica de los âcidos ûsnicos fue amplia 
mente demostrada por BUSTINZA & CABALLERO (1948) y BUSTINZA (1951)
. Se ha comprobado que alrededor del 50% de las especies liqué­
nicas presentan esta capacidad antibiôtica lo que concuerda con el 
tradicional uso medicinal de estos organismos que existia ya en - 
Egipto en el siglo XVII a.G.
Poseen tambiên las sustancias liquénicas un efecto antifûn 
gico ampliamente demostrado, que puede desempenar un importante papel 
ecolôgico en condiciones naturales al inhibir la formaciôn de micorri 
zas. Esta inhibiciôn de las micorrizas es mayor o menor segûn las 
especies y tiene un fuerte impacto sobre el crecimiento de aquellas
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plantas superiores en cuyas raices tiene lu^ar este mecanis
mo simbiôntico. Este efecto ha sido estudiado por distintos
autores, entre ellos BROWN & MIKOLA (1974) que describen una
relaciôn directs entre desarrollo de micorrizas - crecimiento 
de plSntulas de Pinus silvestrys, que es a su vez inversa res
pecto a la densidad de Cladonia alpestris.
En cuanto al efecto alelopâtico que mâs nos interesa, 
es decir, efecto directo sobre las plantas superiores, TOLLMAN 
& NAKAGAWA (1963) muestran que los extractos de Sticta weigelii 
retrasan la germlnaciôn y disminuyen las tasas de crecimiento 
en guisante; FOLLMAN & PETERS (1966) encuentran una inhibiciôn 
en el crecimiento de distintas especies vasculares en respuesta 
a tratamientos con diversas sustancias liquênicas, siendo las 
de mayor efecto entre las estudiadas los âcidos girofôrico, - 
ûsnico y lecanôrico. PYATT (1970) observa una situaciôn simi­
lar trabajando en Peltigera canina y diversas gramîneas. Los 
trabajos posteriores han seguido corroborando estos resultados; 
inhibiciôn de germinaciôn y desarrollo de granos de trigo por 
Roccella fucoides (RONDON, 1966) , de Polygonum lapathifolium, 
Silene vulgaris, Festuca rubra, Agrostis stolonifera, Poa tri- 
vialis. Aqropirum rlgidum, Lepldium setivum y S inapis alba por - 
Evernia prunastri (RAMAUT & THONAR, 1971) y de Triticum sativum 
y Allium sativum por Letharia vulpina (DAURIAC y RONDON 1.976.)
No hemos querido en esta breve revisiôn sobre los - 
efectos alelopSticos descritos sobre plantas superiores entrar 
en la descripciôn y detalles de los resultados de cada expéri­
mente ni tan siquiera hemos recogido todas las experiencias.
12
En general, los autores se han limitado a constatar, para -r 
distintas sustancias liquênicas y especies de plantas vas- 
culares^que existe efecto inhibidor a nivel de germinaciôn 
y de desarrollo de plSntulas por observaciôn del tanto por 
ciento de germinaciôn, mediciôn de raices y/o talla de la 
planta y biomasa. En algûn caso, se ha sehalado una inhibi^  
ciôn de las mitosis en meristemos radiculares, en otros se 
observaron malformaciones y/o necrosis en zonas apicales de 
la raiz, coleoptilos o Spices foliares.
Pero en ningûn caso del que tengamos conocimiento, 
los autores han estudiado el mecanismo de interferencia de 
los compuestos liquênicos: a qué nivel actuan, qué procesos 
fisiolôgicos se han visto alterados y de qué manera se rela- 
cionan estas alteraciones con los efectos finales observados.
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2. FISIOLOGIA DEL FOROFITO
2.1. El proceso fotosintêtlco y el destino de los fotoaslmilados
La sintesis de materia orgSnica a partir de precursores 
inorgSnicos es el fenomeno fundamental en el mantenimiento de la 
Vida sobre la tierra, fenômeno que funciona acoplado a una fuente 
de energîa. La cas! totalidad de la transformaciôn de energla en 
la tierra a energîa ligada a compuestos quîmicos de la que depen- 
den todos los seres vivos, tiene lugar por conversiôn de la ener­
gîa solar en el proceso de fotosîntesis.
En este proceso, las plantas convierten, mediante dos - 
complejas series de reacciones, CO2 y H2O en materia orgSnica y 
O2f manteniendo asî al mismo tiempo el equilibrio O2/ CO2 en la - 
biosfera.
En una primera serie de reacciones, en la etapa luminosa 
de la fotosîntesis, la energîa de las radiaciones solares es atra- 
pada por los pigmentos fotosintéticos de los fotosistemas PI y PII. 
Inicialmente, la .excitaciôn del fotosisteraa II supone una cesiôn de 
electrones de una clorofila al siguiente intermediario de la cadena 
de transporte electrônico en que ambos fotosistemas se hallan inte- 
grados. El funcionamiento de la cadena requiere la existencia de un 
donador de electrones, que en plantas superiores es el agua, el cual, 
en un proceso en el que el iôn manganeso juega un papel fundamental, 
los repone a la molécula del pigmento efector del fotosistema II, a 
partir del cual procédé una serie de transferencias electrônicas 
entre los distintos componentes de la cadéna de transporte no cîclica 
que conecta el fotosistema II con el fotosistema I. En esta etapa
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luminosa de la fotosîntesis se consigne energîa en forma-de ATP 
y poder reductor en forma NADPH.
En la fase oscura de la fotosîntesis tiene lugar la f_i 
jaciôn de CO2 sobre la Ribulosa 1,5 difosfato, con la apariciôn 
de dos triosas fosfato. En las denorainadas plantas C4, la fija- 
ciôn de CO2 se realiza sobre fosfoenolpirûvico, formSndose en - 
principio compuestos con cuatro Stomos de carbono,
A partir de las triosas fosfato, mediante una serie de 
reacciones catalizadas por enzimas présentes en el estroma del - 
cloroplasto, y que constituyen el ciclo de Calvin, se sintetizan 
los azûcares producto de la fotosîntesis.
El mantenimiento de la funciôn fotosintética depende es
trechamente de la integridad de las estructuras cloroplâsticas.
Para ser mâs concretos, la fijaciôn de CO2 requiere una perfects
integridad del cloroplasto puesto que el suministro de ATP y poder 
reductor al estroma depende exclusivamente del sistema lamelar y s
mantiene, aûn en cloroplastos danados, siempre que la estructura d
las lamelas no sea alterada. Citaremos, por tener relaciôn directa
con el trabajo de investigaciÔn que estamos exponiendo, que una de
ficiencia en Mn2+ produce una notable desorganizaciÔn de la estruc
tura lamelar (TEICHLER-ZALLEN, 1969), prvocando una inhibiciôn del
fotosistema II. Al parecer, no s6lo es fundamental dentro de la ca
dena de transporte electrônico, sino que parece jugar un important
papel estructural ya que en condiciones de deficiencia en este ca-
tiôn, los cloroplastos se vuelven sensibles a la luz, pierden su -
estructura y en condiciones extremes pueden llegar a desintegrarse
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Los principales productos de la fijaciôn del CO2 que se 
acumulan en luz son la sacarosa y el almidôn. La sacarosa se sin- 
tetiza fuera del cloroplasto a partir de unidades de gliceroalde- 
hido-3-fosfato procedentes del ciclo de Calvin y es la forma funda 
mental en que la ifiateria fotosintetizada se distribuye por toda la 
planta. La sacarosa se mueve por vîa apoplâstica hasta las cêlulas 
acompanantes de los elementos cribosos a los que pasa a través de 
plasmodesmos. En la casi totalidad de los vegetales es el azûcar - 
mayoritarlamente translocado en el flujo floemâtico. El transporte 
floemâtico és bidireccional y funciona de acuerdo con unos esquemas 
establecidos para cada momento. En principio, la regulaciôn de la 
translocaciôn viene determinada por los requerimientos de los sumi- 
deros y la produceiÔn en las fuentes, de tal manera que una fuente 
puede estar suministrando a varios sumideros y un sumidero recibien 
do fotoaslmilados de varias fuentes. Como norma general, la varia- 
ciones en las demandas se reflejarSn en variaciones en la produc- 
ciôn o en su distribueiôn.
El almidôn es la principal sustancia de réserva en la ma 
yorla de las plantas, siendo sintetizado y acumulado en los mismos 
cloroplastos. En ocasiones se acumula también en ôrganos especiali 
zados, donde se sintetiza a expenses de azûcares translocados des- 
de las hojas.
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2.2. La respuesta de la planta ante situaciones de stress
La planta se encuentra ante situaciones de stress desde
el momento en que se ve sometida a una situaciôn en que cüalquiera
de los factores que condicionan su fisiologîa quedan fuera de los
limites aceptables para su normal desenvolvimiento. Las principales
clases de stress a que una planta se puede ver expuesta tienen que
ver con condiciones ambientales relacionadas con el clima, pero tam
biên se dan otros tipos relacionados con competiciôn entre indivi- 
duos, niveles de agua y minérales en el suelo, y otros, entre los -
que se incluyen el impacto de productos tôxicos naturales o artifi
ciales.
Ante distintos stresses, determinados individuos son es­
paces de desarrollar respuestas adaptativas, que pueden implicar de£ 
de simples respuestas quîmicas o bioquîmicas directas hasta adapta-
,clones genéticas hereditarias, pasando por complejos mecanismos hor 
monales. Si el mecanismo de respuesta es acertado, la planta sobre-
vivirS pero en caso contrario, o si el stress es demasiado fuerte, -
el organisme o los ôrganos afectados resultarân danados y sucumbirân
A pesar de que no se puede hacer siempre responsable de la caida de
las hojas, como en ocasiones se ha pretendido, a la fuerte competen
cia por nutrientes ejercida por ôrganos en desarrollo, si es sin
i embargo cierto que la escasez de productos fotosintéticos es un fac
tor capaz de determiner el fin de un determinado ôrgano.
! Aûn cuando son muy variadas las causas primaries que pue-
i den provocar el decaimiento del vegetal, el ôrgano/s implicado/s
I
i  pasa/n siempre por el proceso de senescencia.
En una hoja senescente previo a la abscisiôn tiene lugar
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una recuperaciôn de nutrientes, hacia otras partes de la planta 
gracias a la activaciôn de enzimas degradativos: ribonucleasas, 
proteasas, fosfatasa Scida, etc. que transformas âcidos nucleicos, 
proteînas, polisacâridos de réserva, etc. en moléculas pequenas 
fâcilmente translocables. También tiene lugar un descenso en foto­
sîntesis y pérdida de clorofilas.
A nivel ultraestructural en un hoja senescente aparecen 
una serie de anormalidades en los cloroplastos, que son indepen- 
dientes de la causa que haya provocado el envejecimiento foliar y 
que se concretan fundamentalmente en disrupciôn de lamelas tilacoi 
dales y acQmulo de glôbulos osmeofîlicos (BUTLER & SIMON, 1.971).
El envejecimiento foliar culmina con el fenômeno de abs 
cisiôn, que en la mayorla de las especies va precedido de la forma 
ciôn de la llamada "zona de abscisiôn", constituîda por una o va­
rias capas de células de pequeno taraano que se originan por divi- 
siones anticlinales a través del peciolo. En algunas especies sin 
embargo, esta capa de células se forma ya durante el desarrollo de 
la hoja.
2.3. Protecciôn del envejecimiento por hormonas vegetales.
El efecto positivo de las citokininas como protectoras 
de envejecimiento en hojas aisladas o cortes de hojas, es conocido 
desde hace tiempo y probablemente es resultado de dos acciones di- 
ferentes. Por una parte previenen la formaciôn de los enzimas hi- 
drolîticos bâsicos que intervienen en el proceso degradativo y ade 
mâs son capaces de evitar la salida de nutrientes que acompaha a 
estos procesos. El efecto protector de la hormona se hace patente 
por el mantenimiento o, por lo menos, el retraso en la pérdida de
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clorofilas, proteînas, fosfatos, âcidos nucleicos, etc., en el ca 
so de hojas soparadas de la planta y, en los casos en que el tra- 
tamiento serealiza sobre una hoja inserta en la planta, previene 
ademâs de la abscisiôn, que tiene lugar en hojas mâs jôvenes sin 
que la tratada con la hormona se vea afectada.
El efecto del âcido giberélico es comparable en algunas 
especies al provocado por las citokininas y por ello se le inclu- 
ye dentro del grupo de las,hormonas protectoras del envejecimien­
to. Aûn cuando su actuaciôn en este sentido es menos conocida, pa 
rece ser que en general los efectos provocados por el grupo de 
las giberelinas estân relacionados con la desrepresiôn de genes y 
la estimulaciôn de sîntesis de RNAs.
También seha desçrito un efecto hormonal protector de la 
ultraestructura cloroplâstica, que se traduce en desapariciôn de 
plâstoglôbulos y reorganizaciôn de lamelas tilacoidales en hojas 
senescentes (BUTLER & SMITH, observaciones no publicadas)(NAITO & 
cols. 1981).
En cualquier caso existen experiencias muy contradicto­
ries en aplicaciones a vegetales probablemente debido a làs mûlti- 
ples interaccciones de estos compuestos y al desconocimiento so­
bre sus mecanismos exactes de acciôn.
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3. INTENCION DEL TRABAJO.
El propôsito de este trabajo ha sido, tomando como modè­
le el caso de la relaciôn Quercus rotundifolia-Evernia prunastri, - 
contribuir al conocimiento de la relaciôn existente entre un lîquen 
epifito fruticoso y su forofito arbôreo.
El estudio se ha enfocado desde el punto de vista de es—
clarecer el efecto provocado por el lîquen sobre el Srbol.
A la hora de plantearlo y para escoger los organismes so­
bre los que se iba a llevar a cabo el estudio nos hemos basado en ob­
servaciones realizadas en el encinar de Cedillo de la Torre (Segovia) 
donde las ramas con una abundante cobertura liquënica, representada 
en su mayor parte por Evernia prunastri,aparecen total o parcialmente 
desfoliadas mientras que ramas de los mismos Srboles sin esa pobla—  
ciôn epifîtica presentan una cobertura foliar normal y aspecto vigo- 
rosc. Este fenômeno résulta aûn mâs évidente en los arbustos pequenos
en los que una situaciôn de este tipo conlleva la atrofia de la plan­
ta.
Asî pues, conociendo que en la generalidad de los casos la 
toxicidad de los lîquenes depende de las sustancias liquênicas, en es­
te trabajo se ha tratado de esclarecer en primer lugar si taies com—  
puestos tienen posibilidad de llegar a los tejidos conductores del fo 
rofito, estudiando la vîa y mecanismo de penetraciôn del epifito en 
el sustrato, Una vez comprobado este extremo, se ha estudiado el me­
canismo de acciôn de las sustancias liquênicas sobre los parâmetros 
fisiolôgicos foliares del forofito y su relaciôn con los efectos fi­
nales observados en el mismo.
II. M A T E R I A L E S  Y M E T O D O S
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1. ORGANISMOS UTILIZADOS
Por ser el Ifquen mâs representative de las poblaciones 
epifitas sobre distintas especies de Quercus en la zona centro, se 
ha escogico la especie liquënica Evernia prunastri, (L.) Ach.
Quercus rotundifolia. Lara, ha sido utilizado para el es­
tudio de la penetraciôn del lîquen in vivo y de los efectos provo­
cados en laboratorio por las sustancias liquênicas del epifito.
2. ESTIMACION EN CAMPO DE LOS EFECTOS PROVOCADOS POR LIQUENES EPI- 
FITOS
La estimaciôn del évidente efecto desvitalizador provo­
cado por la instalaciôn de densas poblaciones liquênicas sobre las 
encinas se llevô a cabo mediante un muestreo realizado en el enci­
nar d^ Cedillo de la Torre (Segovia), basado en los siguientes pa­
râmetros;
- nûmero de hojas por ramificaciôn primaria
- nûmero de hojas por ramificaciôn secundaria
- nûmero de ramificaciones secundarias, terciarias ycuaternarias
- volumen ocupado por la ramificaciôn primaria.
Dado que los arbustos jôvenes invadidos por lîquenes sue 
len presenter un grado de atrofia total o muy avanzado, no se les 
tuvoen cuenta a la hora del estudio estadîstico, asî como tampoco 
a aquellas ramas qn que la densa cobertura liquënica ccxicidîa con 
una compléta desfoliaciôn.
Asî pues se muestreô una poblaciôn de cincuenta indivi­
duos de altura aproximada entre 2,5 y 3,5 metros, escogiendo rami­
ficaciones primaries de longitud entre 1 y 1,30 metros y ramifica-
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clones secundarias C no dependientes de la rama principal escogi- 
da) de entre 65 y 95 cm de longitud. En cada caso se obtuvieron 
los datos antes citados referidos a una ramificaciôn con poblaciôn 
epifîtica de desarrollo notable Ccuya biomasa era despues estimada) 
y a otra ramifiaciôn comparable en cuanto a altura sobre el suelo, 
longitud y diâmetro, pero carente de cobertura liquënica o, por lo 
menos, con una cobertura despreciable.
3. TECNICAS PE MICROSCOPIA
3.1. Estudio de la penetraciôn del lîquen en el interior del foro­
fito
3.1.1. Por Microscopîa Optica: Se siguiô la têcnica pues 
ta a punto por GRAM & J0RGENSEN (1953) para el estudio de hongos 
parasitos demadera. Las muestras objeto de estudio consistîan en 
fragmentes de raroita de forma prismâtica correspondientes a la zona 
de inserciôn del lîquen. Estas muestras eran primeramente sometidas 
a un pretratamiento con objeto de expulsar el aire de los tejidos, 
tratamiento que consistîa en someterlas a vacîo durante algunos minu 
tos en alcohol del 96%. De igual manera se sustituîa luego el al­
cohol de los tejdos por agua, que es el procedimiento idôneo para 
obtener buenos cortes de roadera con microtomo de congelaciôn. Con 
este aparato se obtenîan cortes transversales del tejido en los pun 
tos de inserciôn del lîquen y a distintas distancias de los mismos. 
El colorante se preparaiba disolviendo 250 mg de Verde Râpido y 750 
de Safraniga en alcohol al 60% y anadiendo despuês unas gotas de 
âcido clohîdrico ; las secciones se mantenîan en el colorante du­
rante 3 minutos, al cabo de los cuales se procedîa a la diferencia 
ciôn y deshidrataciôn, que tenîa lugar mediante très cambios en al
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cohol absolute de très minutes cada uno. El montaje de las seccio 
nés se realizaba en Sandeural.
3-1.2. Por Microscopîa Electrônica de Transmtsion: Las 
muestras para microscopîa electrônica de transmisiôn eran primera 
mente fijadas en glutaraldehfdo preparado al 6,5% en tampon Soren 
sen pH 7,1, dejândolas durante una noche en nevera. Al dîa siguien 
te se realizaban varios =lavados con el mismo tampon, dejândolas 
en tampon limpio durante toda la noche. Después se procedîa a la 
fijaciôn con tetrôxido de osmio preparado al 1% en tampôn durante 
6 horas. La deshidrataciôn se realizaba mediante series graduadas 
dfe alcohol, de acuerdo con el siguiente esquema; 10 mn en. alcohol 
al 30%, lOmn al 50%, dos pasos de diez minutos al 7,0%, dos de 15 
al 00% y por fin très pasos de media hora cada uno en alcohol ab­
solute.
La infiltraciôn en spur se realizaba mediante dos pasos 
de propileno de 20 mn cada uno, seguidos por très pasos de mez- 
clas propileno-spur en proporciôn 3:1, 1:1 y 1:3 de varias horas 
cada uno. Después se mantenîan las muestras durante dos dîas en 
spur nuevo en nevera para, tras un nuevo cambio de spur, procéder 
a su polimerizaciôn a 70“C durante 24 horas.
Los cortes se las muestras se realizaron en un ultrami 
crotomo Reichert Om-U2, obteniéndose secciones perpendiculares y 
paralelas a las zonas de inserciôn de los talos liquênicos.
Las secciones se tineron con citrato de plomo segûn el 
método de REYNOLDS (1963) y se observaron en un microscopio Philips 
300.
3.1.3. Por MicroEopîa Electrônica de Scanning; Las mues-
24
tras de scanning fueron sombreadas con.oro-paladio y observadas 
en un microscopic electrônico Jeol JSM-50A.
3.2. Observaciôn de la ultraestructura cloroplâstica
Los fragmentos de hojas de Quercus rotundifolia cuyos 
cloroplastos se deseaba observer eran fijados durante 5 horas en 
glutaraldehîdo al 3,25% preparado en tampôn Sorensen 0,1M pH 7,1 
y raantenidos en nevera durante este tiempo. A continuaciôn se 
procedîa a varios lavados en el mismo tampôn, dejando las mues­
tras en el ûltimo lavado durante toda la noche. Al dîa siguiente 
se fijaban durante dos horas en tetrôxido de osmio al 1%, procedien 
do después a nuevos lavados en tampôn.
La deshidrataciôn del tejido tenîa lugar con series gra­
duadas de acetona de acuerdo con el siguiente esquema: un paso de
15 mn en acetona al 30%, otro igual en acetona al 50% y un tercero
de dos horas en acetona ai 70%. En este ûltimo paso se incorporé 
acetato de uranilo a saturaciôn. Se continué luégo con dos pasos de 
15 minutos cada uno en acetona al 90% y très pasos en acetona al 
100%, dos de ellos de 30 minutos y el tercero de una hora.
La infiltraciôn en spur se realizaba mediante dos pasos 
de propileno de 20 minutos cada uno, seguidos por très pasos de roez- 
clas propileno-spur en proporciôn 3:1. 1:1 y 1:3 de varias horas ca­
da uno. Después se mantenîan las muestras durante dos dîas en spur 
limpio en nevera para, tras un nuevo cambio de spur, procéder a su
polimerizaciôn a 70°durante 24 horas.
Los cortes de las muestras polimerizadas se realizaron en 
un ultramicrotomo Reichert Om-ü2, procediendo después a tenir las 
secciones con citrato de plomo durante 10 mn de acuerdo con el méto
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do de REYNOLS (1963). La observaciôn se llevô a cabo en un micros- 
copio electrônico Philips 300.
4. VALORACION DE LA ACTIVIDAD ^ -1,4 GLUCANASICA EN EL TALO DE E- 
VERNIAPRUMASTRI
La actividadyg-1,4 glucanSsica fue medida en extractos de E. 
prunastri incubado a lo largo de 14 horas, tanto en luz como en 
oscuridad, a 25®, empleando como medios de incubaciôn agua desti- 
lada y carboximetilcelulosa (sal sôdica) al 0,1% en agua, pH 6.
En todos los casos se valoraba también la actividad excretada al 
medio de incubaciôn.
4.1. Obtenciôn del extracto
Se obtenîa el extracto liquênico mediante raaceraciôn en 
tampôn acetato sôdico 0,1M, pH 5, seguido de centrifugaciôn a 
20.000 xg durantelSmn y filtraciôn por Millipore, manteniendo siem 
pre una temperature no superior a los 2®C.
También el medio de incubaciôn era filtrado previamete 
a la valoraciôn de su actividad enzimâtica.
4.2. Valoraciôn de la actividad enzimâtica
La actividad delos extractos se valoraba de acuerdo con 
SRARE y cols. (1975) mediante un viscosîmetro Cannon-Fenske, a 37®Ç 
utilizando como sustiato de la reacciôn CM-celulosa al 0,5% en el 
mismo tampôn acetato. La viscosidad de la mezcla de peacciôn se me 
dîa en el momento inicial y al cabo de 2 horas de reacciôn a 37®C.
El mismo extracto enzimâtico, inactivado por ebulliciôn, 
era utilizado en todos los casos como control.
La actividad enzimâtica se exprèsaba en unidades de ac­
tividad especîfica, definidas como mg de CM-celulosa hidrolizados
—  1 —1
X mg proteina x mn
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4.3. Medida de la cantidad de CM—celulosa en el medio de incuba— 
ciôn
Sevalorô también la desapariciôn de CM-celulosa de los 
medios deincubaciôn a lo largo del tiempo y con los distintos tr^ 
tamientos. Estas determinaciones se llevaron también a cabo me­
diante la utilizaciôn del viscosîmetro.
Las medidas de viscosidad se obtenîan en centistokes y 
se transformaban, mediante la correspondlente recta patrôn prepa- 
rada al efecto, en mg de CM-celulosa.
4.4. Medida de proteînas
La cantidad de proteînas de los extractos liquênicos y 
de los medios de incubaciôn se calculaban por el método de LOWRY 
y cols. (1951), utilizando seroalbûmina bovina como patrôn.
5. OBTENCION DE SUSTANCIAS LIQUENICAS
5.1. Extracciôn de las sustancias liquênicas del talo
Se Gxtraîan las sustancias liquênicas del talo de E. 
prunastri mediante lavados sucesivos con acetona pura, uno de los 
disolventes orgânicos recomendados por VICENTE (1975W en el que 
son solubles las cuatro sustancias liquênicas de esta especie: 
âcido evérnico, âcido ûsnico, atranorina y cloroatranorina. Pre- 
viamente el talo habîa sido limpiado de polvo y desecado, pues el 
agua retenida por el lîquen disminuye la capacidad de extracciôn 
La acetona era anadida en cantidades de 20 ml por cada 10 g de 
talo seco, dejando secar éste entre lavado y lavado. La suma de 
los sucesivos extractos acetônicos asî obtenidos, conteniendo la 
mezcla de las sustancias liquênicas, se desecaba en rotavapor a 
30"C, recogiendo un polvo amarillento.
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5.2. Aislamlento delas sustancias liguénicas puras
La separacion de la mezcla obtenida como se describe en 
el apartado anterior se realizaba mediante cromatografîa en .capa 
fina, en plaças de cristal de 20x20, empleando como adhérente 
silicagel G-60 y como Ifquido de desarrollo acetona:cloroformo 1:1 
(v/v), deacuerdo con el método de SANTESSON (1965). Las aplicacio­
nes contenîan 200 pg de muestra disuelta en acetona y las plaças 
se dejaban correr, a 26“C y en oscuridad. hasta 2 cm del borde su­
perior de la plaça.
Como reveladores se utilizaron cloruro fêrrico al 3% en 
soLuciôn alcohôlica para las cuatro sustancias liquênicas, p-feni- 
lendiamina al 2% en soluciôn alcohôlica para atranorina y cloroa­
tranorina y cloramina T al 5% en alcohol al 80% para el âcido ûs­
nico (VICENTE, 1975b).
Las manchas correspondientes a los cuatro fenoles eran 
visualizadas en una pantalla de luz ultravioleta, recuperadas, y 
extraîdas del silicagel en acetona, recogiéndolas despuês por dese- 
caciôn del disolvente.
Los Rf obtenidos fueron 83 para la Atranorina, 53 para 
la Cloroatranorina, 14 para el Acido Usnico y 8 para el Acido Ever 
nico,
6. CONDICIONES DE INCUBACION DE LOS ESQUEJES DE QUERCUS ROTUNDIFOLIA 
Los esquejes utilizados a lo largo de todo este trabajo 
para esclarecer el mecanismo de interferencia del lîquen sobre el 
forofito, han consistido en ramitas jôvenes de Q. rotundifolia se- 
leccionadas con criterios de homogeneidad.
Siempre se escogîan ramitas gemelas para ser sometidas a
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los distintos tratamientos simultâneos, manteniendolas a tempera­
ture ambiente y con un fotoperiodo de acuerdo con la epoca del ano.
Los esquejes recien recogidos eran puestos a incubar en 
CO^HNa ImM {los esquejes control) o en un medio conteniendo una 
con centracion de sustancias liquênicas de 14 pg/ml disueltas en 
el mismo bicarbonate sôdico. Las sustancias liquênicas eran anadi 
das a los medios de incubaciôn en forma de la mezcla obtenida a 
partir del lîquen o cada una de ellas por separado.
Cuando se realizaban incubaciones con âcido giberélico o
con kinetina, las hormonas eran anadidas a los medios preparados
-4con sustancias liquênicas en concentraciôn 10 M.
Todas las determinaciones analîticas y enzimâticas se 
rslizaron, salvo cuando se indica otra cosa, a partir de hojas de 
esquejes incubados en CO^HNa ImM, en CO^HNa ImM mâs sustancias li 
quênicas (14 pg/ml), y en este ûltimo medio suplementado, bien con 
kinetina o bien con âcido giberélico.
7.MEDIDA DE LA REACCION DE HILL
7.1. Obtenciôn de cloroplastos
Se modificaron los mêtodos usuales de acuerdo con la na- 
turaleza del material, hojas de encina, de gran consistencia debi 
do a su textura coriâcea. Ante la ineficacia del procedimiento 
usual de maceraciôn con arena de cuarzo, se recurriô a homogenei- 
zar en un homogeinizador MSE a 14.000 rpm, en cloruro sôdico 0,35M 
con protecciôn de hielo. Después de sucesivas filtraciones a través 
de 4 y 12 capas de gasa, el extracto obtenido se centrifugé a 1500 
xg durante Dmn, con lo que precipitan los cloroplastos. Se resus- 
pendîan êstos en ClNa 0,35M y se volvfan a centrifugar para elimi- 
nar poslbles impurezas. Estos trabajos se realizaban con gran rap^ 
dez, en câmara frfa y en penumbra, para protéger los cloroplastos.
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7.2. Ensayos de 3a actividad fotolîtica
Los cloroplastos obtenidos a partir de un gramo de Iio- 
jas de esquejes control o de los incubados con los distintos tra­
tamientos eran resuspendidos en 20 ml de tampôn fosfato 75 mM, 
pH 6,9, inactivando a continuaciôn por calor un cierto volumen.
La reacciôn sq midiô como descenso de la densidad ôptica 
a 595 nm del 2,Sdiclorofenol indofenol (DCPIP). Los tubos de reacciôn 
contenîan, en un volumen de 7 ml, 525 nmoles de fosfato sôdico,
69 nmoles de DCPIP y los cloroplastos correspondientes a 100 mg 
de hojas . En el tubo blanco la suspensiôn de cloroplastos 
actives .se sustituîa por tampôn y en el tubo control por cloropla^ 
tos inactivados.
Las mezclas eran lluminadas con luz blanca incandescente
-2 -1de una densidad de flujo de 2000 erg x cm x s , midiendose la 
reacciôn cada cinco minutos durante media hora.
Los resultados obtenidos se expresaron en unidades de 
actividad especîfica, definida esta unidad como nmoles de DCPIP 
reducido x mg clorofila  ^x mn ^, mediante la utilizaciôn de una 
recta patrôn preparada con cantidades conocidas de DCPIP.
Las valoraciones se llevaban a cabo a lo largo de seis 
dîas, valorândose en unas ocasiones el efecto de la mezcla de las 
sustancias liquênicas y en otras el efecto de cada una de ellas 
por separado. También se ensayô el efecto conjunto de las sustan­
cias liquênicas y la kinetina y de las sustancias liquênicas y el 
âcido giberélico.
En determinados ensayos, previamente a la reacciôn, los cio 
roplastos eran incubados con ClgMn 0,2 mM durante 10 mn.
7.3. Medida de las clorofilas
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En todos los casos se obtuvieron las clorofilas median 
te extracciôn en acetona al 80% duante cuatro horas en oscuridad 
y en frîo. Al cabo de este tiempo se centrifugaba a la veloddad 
de sedimentaciôn de los cloroplastos, valorando despuês la densi^ 
dad ôptica del sobrenadante a 649 y 665 nm y calculanda la concen 
traciôn de clorofilas mediante la formula de STRAIN y cols.(1971).
8. VALORACION DEL CONTENIDO EN MANGANESO DE LOS CLOROPLASTOS
Para llevar a cabo esta valoraciôn se partfa de cloro­
plastos correspondientes a contrôles o a tratamientos con sustan­
cias liquênicas, previamente desecados en rotavapor.
Cada muestra contenîa 250 mg de cloroplastos en peso 
seco, que eran sometidos a digestiôn de la materia orgSnica. En 
primer lugar se dejaban las muestras con 20 ml de âcido nîtrico, 
atacando en frio durante una noche y, al dîa siguiente, los ma- 
traces en que se habîan dispuesto los cloroplastos se sometîan 
a digestiôn,en un bano con protecciôn de arena,a 200®C. Este.pa­
so duraba unas 24 horas, hasta que el nîtrico estaba caso total- 
menfce evaporado y presentaba color clarito. Despuês de enfriado, 
se anadîan 2 c.c. de âcido pêrclôrico, pasândolo luego a un bano 
a 300°C, hasta quedar el volumen reducido a 1 c.c. y presenter 
aspecto transparente. A continuaciôn el matraz se lavaba con agua 
hiriviendo y se filtraba para eliminar precipitados de sales. Es­
te protocole corresponde a PETER (1947).
La valoraciôn de los extractos diluidos se realizaba 
en un espectrofotômetro de .absorciôn atômica Perkin Elmer modelo 
403.
9. VALORACION DE AZUCARES REDUCTORES Y TOTALES
9.1. Extracciôn de azûcares
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Para la valoraciôn de la concentraciôn de azûcares fo­
liares de partfa de un gramo de hojas (peso fresco) trituradas y 
la extracciôn se llevaba a cabo por ebulliciôn a reflujo en 10 ml 
de etanol al 80% durante 20 minutos. Esta operaciôn se repetfa, 
cambiando el alcohol, por très veces consécutives, y el conjunto 
de los très extractos se concentraba en rotavapor a 2 5®C, haciendo 
también en el rotavapor la sustituciôn de la fase alcohôlica por 
fase acuosa, mediante sucesivas adiciones de agua destilada y con 
centraciôn, hasta que el alcohol quedaba totalmente eliminado. Es­
te extracto acuoso era entonces sometido a cuatro o mâs lavados 
con ëter etîlico en embudo de decantaciôn hasta eliminar los pig­
mentos présentes en el extracto. El extracto asî obtenido se enra 
saba a 100 ml y constitufa la soluciôn de trabajo.
Esta soluciôn se empleaba también para medir, ademâs 
de los azûcares reductores, los azûcares totales. Para la valora­
ciôn ; de êstos, 5 ml de la soluciôn de trabajo eran sometidos a hi- 
drôlisis âcida con 50 pl de âcido clorhfdrico IN durante 30 mn al 
bano Maria a 100°C. La reacciôn de hidrôlisis se paraba en un bano 
de hielo, y un ml de este hidrolizado se utilizaba para medir los 
azûcares totales del extracto.
9.2. Determinaci.ôn cuantitativa de azûcares
La valoraciôn cuantitativa de los azûcares présentes 
en ambas soluciones de trabajo se realizaba aplicando el método 
colorimêtrico descrito por NELSON y SOMOGYI (NELSON, 194 4, SOMOGYI, 
1945). Son necesarios très reactivos: el reactivo I, que se prépa­
ra disolviendo en agua (800 ml)12 g de tartrato sôdico-potâsico,
24 g de CO^HNa^, 16 g de CO^HNa y 144 g de SO^Hg: el reactivo II 
que lleva 4 g de SO^Cu y 36 g de SO^Nag en 200 ml de agua y el reac 
tivo arsenomolfbdico que se prépara con 25 g de molibdato amônico.
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3 g de arseniato sôdico, 21 ml de SO^Hg concentrado y 475 ml de
H2O-
En un tubo Folin se disponîan 1 ml de la soluciôn de tra 
bajo y 1 ml del reactivo III, preparado en el momento de uso mez- 
clando los reactivo I y II en proporciôn 4:1 (v/v). Todos los tu 
bos a valorar se calentaban al Bano Maria a 100°C durante 20 mn, 
despuês de los cuales se paraba la reacciôn en un bano de hielo.
Una vez frios se ahadia un mililitro de reactivo arsenoroolibdico, 
agitando la mezcla vigorosamente hasta que el color se raantenia 
astable. La muestra se enrasaba a 25 ml y se media a 520 nm trente 
a un blanco preparado con agua destilada simultanéamente y en las 
mismas condiciones que el extracto. En todas las determinaciones 
se preparaban también tubos patrôn con una soluciôn conocida de 
glucosa.
La detérminaciôn de azûcares totales se llevô a cabo de 
la misma manera, partiendo del extracto hidrolizado.
El contenido en azûcares se expresô en pg de azûcares 
reductores por mg de peso seco, mediante transformaciôn de los va- 
tores de densidad ôptica obtenido con una recta patrôn preparada 
con cantidades conocidas de glucosa.
10. MEDIDA DE LA EVQLUCION DE LAS RESERVAS DE ALMIDON
Para estimar el contenido en almidôn de las hojas se 
utilizaban los restos de tejido de donde previamente se habia eli­
minado los azûcares reductores. Después de desecados, el almidôn se 
extraia mediante hidrôlisis con âcido clorhidrico IN, ClOml) en ebu­
lliciôn a reflujo durante 20 mn y posterior lavado con agua en las 
mismas condiciones, El conjunto de los dos extractos, conteniendo los 
azûcares reductores résultantes de la hidrôlisis del polimero, era 
ajustado a neutralidad y diluldo .
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La valoraciôn y expresiôn de los datos obtenidos se rea 
lizaba de acuerdo con el mismo esquema descrito en el punto ante­
rior.
11. ESTIMACION DE LA SALIDA DE AZUCARES AL MEDIO DE INCUBACION
Se dispusieron esquejes de encina en un volumen de los 
distintos medios de incubaciôn igual a 60 ml. Cada dîa se completaba 
el volumen perdido por transpiraciôn, tomando después sendas alicuo 
tas de los distintos medios, a partir de las cuales se determinaba 
la cantidad de azûcares totales excretados por la planta, de acuerdo 
con el protocolo exprèsado mâs arriba.
12. MEDIDA DE LA RESPIRACION FOLIAR
La actividad respiratoria de los tejidos foliares se mi­
diô por determinaciôn del consurao de oxîgeno en un electrodo Yellow 
Springs Inc., a partir de 250 mg. de tejido en tampôn fosfato 75mM 
pH 7,2 (FUENTE-BURGUILLO y NICOLAS, 1978). Los ensayos se haclan en 
oscuridad y a 25“C. Los datos polarogrâficos obtenidos en el regis­
tre, se transformaban en pg de oxîgeno consumido de acuerdo con el 
procedimiento descrito por 'WINKLER (1965).
Los resultados obtenidos se expresaban como pg Og consum^
“  1 • “* 1dos X mg peso seco x hora
13. VALORACION DEL CONTENIDO EN LIPIDOS
Para la extracciôn de lîpidos se siguiô la técnica recomen 
dada por KATES (1970) para tejidos fotosintéticos; las hojas eran ho- 
mogeneizadas durante 2,5 minutos en un homogeinizador MSE a 14ooo rpm 
en una mezcla de metanol-cloroformo (2:1 v/v). El homogeneizado se 
filtraba y el residuo se homogeneizaba de nuevo , anadiodo ahora la 
mezcla metanol-cloroformo anterior y agua en proporciôn 2; 1 (v/v). 
Después de filtrar, el residuo se lavaba con la misma mezcla metanol 
cloroformo. Los très sobrenadantes obtenidos se disponîan en un embu
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do de decantaciôn, anadiendo despuês cloroformo y agua a partes 
igualos.
Se dejaban separar las fases, recogiendo los lîpidos en 
la fase clorofôrmica. Esta fase era luego diluida con benceno y 
desecada en un rotavapor.
El contenido en lîpidos totales de las hojas se estima 
ba mediante peso seco del extracto desecado asî obtenido tal como 
describe KATES (1970).
14, ESTIMACION DEL CONTENIDO HIDRICO Y DEL CONTENIDO HIDRICO RE- 
LATIVO
La estimaciôn del contenido en agua de los tejidos se
hacîa a partir de varias rêplicas de un gramo de peso fresco cada
una, por sustracciôn de sus respectives pesos secos obtenidos por
desecaciôn en estufa a 60°C durante 24 horas.
El contenido hîdrico relative, parâmetro que recomien-
da BARRS (1968) para estimar el estado fisiolôgico de los tejidos,
se valorô mediante la fôrmula
Peso fresco-Peso seco ^
Peso turgente-Peso seco 
manteniendo el tejido en agua hasta que dejaba de absorberla, y
midiendo entonces su peso turgente.
15. ESTUDIO DE LA ABSCISION FOLIAR
15.1. Visualizaciôn de la zona de abscisiôn
El desarrollo de la zona de abscisiôn en los distintos 
tratamientoq a que eran sometidos los esqueps de encina, se plan— 
teô como un estudio estadîstico realizado sobre un amplia muestra 
de hojas.
Todos los dîas, a lo largo del tiempo de experimentaciôn, 
se obtenîan preparaciones para microscopio ôptico, de secciones
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longitudinales de peciolos, obtenidas en microtomo de congelaciôn.
15.2. Estimaciôn de la tendencia a la abscisiôn
La tendencia a la abscisiôn se estipiaba sometiendo al 
peciolo foliar a una fuerza aplicada verticalmente. Cada dîa, a lo 
largo del tiempo de experimentaciôn, se tomaba nota del nûmero de 
hojas caîdas por este procedimiento, para cada uno de los cuatro 
tratamientos. Las muestras contenîan alrededor de 150 hojas por 
tratamiento.
16. VALORACION DE LA ACTIVIDAD FOSFATASA ACIDA
Para la valoraciôn de esta actividad enzimâtica se siguiô 
el método de LEO & SACHER (1970) modificado de acuerdo con el de 
AHSFORD & JACOBSEN (1974). La obtenciôn del extracto se hacîa a 
partir de 3 gramos de hojas y 30 ml de tampôn acetato sôdico 0,2M, 
pH 5,5, EDTA ImM, que se sometîan a homogeneizaciôn en un aparato 
MSE Omnimixer a 14000 rpm con protecciôn de hielo. El homogeneiza 
do se filtraba por gasa, se enrasaba a 30 ml y se centrifugaba a 
12000 xg durante 15 minutos. La actividad enzimâtica se valoraba 
tanto en el sobrenadante como en el precipitado de la centrifuga­
ciôn, previa resuspensiôn del mismo en tampôn acetato. Como sustra 
to de la fosfatasa âcida en la reacciôn, se utilizaba p-nitrofenil- 
-P.
Los tubos de reacciôn contenîan, en un volumen final de 
5 ml, tamponado a pH 5,5, Immol de acetato sôdico, 57,6 pmoles de 
p-nitrofenil-P y el enzima correspondiente al extracto obtenido a 
partir de 100 mg de tejido fresco. Los tubos blanco se preparaban 
de la misma manera, sustituyendo el extracto enzimâtico por agua.
La reacciôn tenîa lugar en bano de agitaciôn a 40“C du­
rante 10 mn, pasados los cuales se filtraba y se alcalinizaba con
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NaOH, gracias a lo cual el p-nitrofenol foj inado por accion del en 
zinia tomaba color amarillo, midiendose a 400 nm.
Los datos se transf orinaron mediante la correspond! en te 
recta patron preparada con concentraciones conocidas de p-nitro­
fenol, y los resultados se expresaron en unidades de actividad e£
pecifica, definiendose la unidad como pinoles de p-nitrofenol for-
-1 -1 
mado X mg proteina x minute
Xi
III. R E S U L T A D O S
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1. OBSERVACIONES EN CAMPO DEL EFECTO PROVOCADO POR LIQUENES EPIFITOS.
De las observaciones en campo se deduce que una notable - 
cantidad de ramas huëspedes de una densa poblaciôn liquênica se en- 
cuentran totalmente desfoliadas, sin que ello pueda atribuirse en - 
principio a la edad de la rama. Esta consideraciôn se basa en que en 
muchos casos se trata de ramificaciones bastante jôvenes, incluso con 
ramas gemelas brotadas a partir del mismo punto de dicotomîa que pre- 
sentan una vitalidad normal. Este efecto es especialmente dramStico - 
en los arbustes jôvenes en los que es rare que la invasion del lîquen 
no coincida con una total atrofia del individuo. (Lâmina 1, figuras 
1 y 2) .
Existen distintos grados de desfoliaciôri, que guardan una 
cierta relaciôn con la biomasa y la distribuciôn de la poblaciôn ep^ 
fîtica: por una parte, una mayor biomasa de la poblaciôn instalada - 
sobre una rama se corresponde en términos générales con un valor mâs 
alto del cociente "ne de hojas de la rama c ontrol/nQ de hojas de la 
rama con lîquenes", pero también en ocasiones se encuentra el caso - 
de ramificaciones dicôtomas con poblaciones liquénicas comparables - 
en que mientras unas han quedado totalmente atrofiadas, otras han co 
tinuado un desarrollo mâs o menos pobre. Por otra parte, el desarro- 
llo de la comunidad epifîtica no parece afectar a la vitalidad de la 
rama cuando la colonizaciôn se ha limitado a las zonas de mayor diâm 
tro.
Generalmente, las ramas afectadas suelen conservar las ho 
jas del Qltimo ano o las mâs apicales, habiendo perdido todas o gra 
parte de las demâs. (Lâmina 2, fig. 1 y 2).
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LAMINA 1
Fig. 1 : Joven arbusto de encina, con claros signos de 
atrofia. Obsêrvense los talos liquênicos y las muy 
escasas ramificaciones que conservan todavîa algu- 
na hoja. En general, las ramas estân totalmente = 
desnudas.
Fig. 2 : Ramas de ejemplares adultos de Quercus rotun- 
difolia, profusamente cubiertas por talos de Ever- 
nia prunastri y totalmente desfoliadas.
%
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LAMINA
Fig. 1 y 2: Ambas fotograflas ilustran la misma situa- 
ciôn. Se trata de ramas de ejemplares adultos de 
Q. rotundifolia con una abundante poblaciôn epif^ 
tica integrada fundamentalmente por E. prunastri, 
en las que ûnicamente sobreviven las hojas mâs = 
apicales de algunas ramificaciones.
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Los resultados de la tabla I expresan claramente la in- 
fluencxa de la instalaciôn de los lîquenes sobre las ramas de enci 
na. Es évidente la drSstica reducciôn en el nûmero de hojas, que - 
para las ramas muestreadas llega a alcanzar proporciones de 1:6 —  
respecte de las ramas control. Este efecto es mayor cuanto mayor - 
sea la envergadura de la muestra de ramas estudiada: por ejemplo, 
para las ramificaciones secundarias que se citan en el cuadro, esta 
misma relaciôn es algo menor (1:4,8). Esta situaciôn se explica por 
que en el nûmero total de hojas de una ramificaciôn no sôlo influye 
el nûmero de hojas por ramificaciôn subsidiaria sino tambiën el nû­
mero de êstas que posea y el que todas ellas presenten o no vitali­
dad. Ya se ha comentado que algunas subramificaciones de ramas inva- 
didas por lîquenes se atrofian y, ademâs, en la tabla I se aprecia tam 
bién que el nûmero de subramificaciones se ve afectado por la presen- 
cia de las comunidades liquénicas, siendo mayor este efecto cuanto —  
mâs reciente sea la subramificaciôn considerada.
En efecto, si nos fijamos en la tabla, encontramos que la 
relaciôn entre ramas sin lîquenes-rama con lîquenes, es de 1,1:1 pa­
ra las ramificaciones secundarias, 1,7:1 para las terciarias y 3:1 - 
para las cuaternarias lo cual, por otra parte, indica el progresivo de 
caimiento de la rama afectada.
La estimaciôn del vol urne n aproxiroado ocupado por una rami. 
ficaciôn concuerda lôgicamente, tal como se refleja en la tabla, —  
con los datos anteriores: en las ramas con abundante cobertura li—  
quénica, se da una reduceiÔn de volumen respecte a las ramas libres 
de estos epifitos,’ quedando aquéllas reducidas a entre la mitad o la 
tercera parte del espacio ocupado por estas ûltimas.
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TABLA
Comparaciôn de la vitalidad de ramas que alber- 
gan una densa poblaciôn liquênica respecto a ra 
mas carentes de esta vegetaciôn epifîtica.
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Poblaciôn 1iquénica Relaciôn
Parâmetro A) NO B) SI A/B
NQ hojas por ramificaciôn 
primaria (1) (de longitud 
media 1'15 m). 5.776 961 6,01
NQ hojas por ramificaciôn se 
cundaria (de longitud media 
0,85 m). 1.626 337 4,82
NQ de ramas secundarias (2) 
de una ramificaciôn prima­
ria (1 ) . 6,2 5,6 1,10
NQ medio de ramas terciarias 
(3) a partir de una secunda­
ria (2) . 5 3 1,7
Nq medio de ramas cuaterna­
rias a partir de una tercia- 
ria (3). 3 1 3
Volumen aproximado (dm^ ) 
ocupado por una ramificaciôn 
primaria (1). 240 94 2,55
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2. ESTUDIO DE LA PENETRACION DEL LIQUEN EN EL INTERIOR DEL FOROFITO.
De acuerdo con los objetivos que se persegulan en el pré­
senté trabajo, en el que se trataban de relacionar las sustancias li 
quénicas de Evernia prunastri. con los efectos desvitalizadores que en 
muchos Srboles, y en particular en las encinas, acompanan a las po—  
blaciones çpifîticas de esta especie, esta fase de la investigaciôn 
se enfocô principalmente a la localizaciôn de las hifas liquénicas - 
en el tejido xilemStico en general y en sus elementos conductores en 
particular.
Se hizo una primera aproximaciôn a nivel de microscopîa - 
ôptica observando secciones transversales seriales en la inserciôn - 
del lîquen y zona circundante, lo que permitîa seguir su trayectoria 
en las distintas direcciones. Gracias a la tëcnica empleada, las hi­
fas se observaban muy bien contrastadas en azul verdoso sobre los te 
jidos del forofito.
Se comprobô que el pie de fijaciôn del lîquen pénétra ver 
ticalmente.en los tejidos corticales, emitiendo al mismo tiempo cuna 
de masas de hifas concéntricas a la rama, que van desgarrando zonas 
de la corteza y del floema'sin aparente dificültad. En la lâmina 3, 
figura 1, se muestra un ejemplo de cômo las masas de hifas desarro- 
llan cunas concéntricas que van desgarrando los tejidos de la corte 
za, al mismo tiempo que profundizan verticalmente en la rama hacia 
los tejidos Vasculares. En la figura 2 de la misma lâmina se observa 
la seccién transversal de una cuna de hifas en una zona algo alejada 
del punto de fijaciôn del talo liquénico.
Sin embargo, las masas de hifas no son capaces de progre
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LAMINA 3
Fig. 1: Se observa una cuna de hifas (color azul) 
concêntrica a los tejidos corticales que ha 
atravesado la peridermis y la empuja hacia = 
el exterior. Una masa de hifas pénétra radia 
mente a travês del floema, pasando entre un 
grupo de esclereidas.
Fig. 2: En esta secciôn transversal, que correspon 
de a un corte un poco aiejado de la zona de = 
inserciôn se observa claramente, en la zona = 
central superior de la fotografîa, una sec —  
ciôn transversal a travês de una de las cunas 
de hifas emitidas por el pie de fijaciôn del 
liquen en el sentido longitudinal de la rama.
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sar hacia el interior del tejido xilemStico y parecen detenerse al 
llegar a este nivel, rodeSndolo en ocasiones y separSndolo del —  !
floema. La penetraciôn en este tejido es enfonces a nivel de hi—  |
fas que, aisladamente o en pequenos grupos, se dispersan progre—  i
sando en vasos, radios medulares, etc. y llegan a invadir en oca- |
siones hasta las células de la mêdula. En la figura 1 de la lâmina i
4 se ofrece una visiôn de conjunto de un xilema invadido por hifas, |
i
y la figura 2 corresponde a un detalle de un radio xilemStico por j
el que progresan algunas hifas. Las dos figuras de la lâmina 5 co-
rresponden a sendos detalles de elementos conductores y células -
del xilema con hifas en su interior. En la lâmina 6 se ha fotogra 
fiado la misma situaciôn, en el tejido medular de la rama.
Con objeto de obtener una mayor resoluciôn y buscando - 
sobre todo el confirmer definitivamente que las hifas encontradas
se trataban de hifas liquénicas, se recurriÔ a la microscopîa ---
electrônica.
Al microscopio electrônico de scanning se observan in- 
serciones que concuerdan con lo visto al microscopio Ôptico, es de 
cir, masas de hifas que penetran radialmente en la corteza, con —  
desviaciones latérales en distintas direcciones y que al llegar al
xilema se ramifican (ver lâmina 7). La figura 1 de la lâmina 8 ---
muestra un corte transversal con una hifa en* el interior de un ele 
roento xilemâtico mientras que la figura 2 de esta lâmina y la figu 
ra 1 de la siguiente son cortes longitudinales de elementos xilemâ 
ticos con una y dos hifas respectivamente. La figura 2 de la lâmi­
na 9 muestra un detalle de la figura 1.
También se realizô el seguimiento de la penetraciôn, al 
microscopio electrônico de transmisiôn, habiéndose tornado fotos —
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LAMINA 4
Fig. 1: Visiôn transversal de con junto de teji^
do xilemâtico invadido por hifas, que se de 
tectan tanto en los elementos conductores = 
como en los radios medulares y demâs célu—  
las.
Fig. 2: Detalle de varias células de un radio me 
dular, visto en secciôn transversal, en cu- 
yo interior se aprecian sendas hifas.
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LAMINA
Fig. 1 y 2: Ambas fotograflas muestran en detalle 
la proliferaciôn de las hifas de Evernia pru- 
nastri en el interior de los elementos conduc 
tores del xilema del forofito.
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LAÎ4INA
Fig. 1: En esta microfotografîa se muestra un cor 
te transversal a travês de la zona medular = 
de una ramita de Q. rotundifolia. Obsêrvense 
las tîpicas células medulares ricas en indu 
siones y la gran proliferaciôn de las hifas= 
del epifito que en esta ocasiôn han llegado= 
a alcanzar el mismo centro de la rama.
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LAMINA 7
Composiciôn de varias fotograflas obtenidas por 
microscopîa electrônica scanning que ilustra la 
penetraciôn radial de un pie de fijaciôn de E.pru­
nastri . Se observan masas de hifas (sehaladas con 
fléchas) hasta llegar a la frontera xilemâtica, = 
donde se ramifican^dispersândose.
&
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LAMINA 8
Fig. 1: Secciôn transversal a travês de tejido xi - 
lemâtico visualizado por microscopîa electrô­
nica scanning. Se observa una hifa en el inte 
rior de un elemento xilemStico.
Fig. 2: Secciôn longitudinal a travês de tejido x£ 
lemâtico visualizado por microscopîa electrô­
nica scanning. Obsérvese una hifa a travês del 
tej ido.
o1
i
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exclusivamente del tejido xilemStico. Los resultados concuerdan - 
con lo anteriormente expuesto, puesto que se localizan hifas ais 
ladas o en pequenos grupos tanto en espacios in tercelulares como 
en vasos conductores, células del parenquima y fibras. En las IS- 
minas 10 y 11 se han fotografiado 1, 2, y varias hifas en el inte­
rior de células del parénquima xilemStico. La figura 1 de la ISmi- 
na 12 muestra una hifa en un espacio intercelular y en la figura 2 
de la misma lâmina aparecen hifas en el interior de fibras del xile 
ma. Las ISminas 13 y 14 representan cortes transversales de elemen­
tos conductores con hifas liquénicas y en la 15 observâmes la mis­
ma situaciôn en corte longitudinal.
Finalmente, en la lâmina 16 se ofrecen dos fotograflas
que considérâmes de gran importancia; se trata de hifas liquéni--
cas rompiendo y atravesando las paredes de células de su forofito 
y es la demostraciôn palpable de que el lîquen posee esta capaci—  
dad.
Del exhaustive estudio que se ha detallado se desprende 
la capacidad de E. prunastd. de penetrar en los tejidos de los foro 
fitos lenosos por cuanto se ha seguido repetidamente su trayecto—  
ria a travês de les distintos tejidos, sin que pueda existir duda 
de que se estaban visualizando hifas liquénicas dada la frecuente 
apariciôn de cuérpos concéntricos, estructuras exclusivas del es- 
tado de simbiosis. (Lâmina 10, fig. 2; lâmina 11, fig. 1 y 2; lâ­
mina 15, fig. 1; lâmina 16, fig. 2).
3. LOCALIZACION DE ACTIVIDAD-1-4 GLUCANASA DE EVERNIA PRUNASTRI. 
3.1. EvoluciÔn de la actividad en el talo incubado en luz.
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LAMINA
Fig. 1: En este corte longitudinal de una ramita 
de Q. rotundifolia se observan les tlpioos = 
engrosamientos secundarios lignificados y = 
las punteaduras de les vases xilemâticos y = 
dos hifàs.
Fig. 2; Se muestra un detalle del extreme apical= 
de una de las hifas de la figura anterior, = 
prôximo a una punteadura areolada.
w
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LAMINA 10
Fig. 1: Corte transversal de una hifa en el inte­
rior de una célula del parénquima xilemâtico, 
Se observan plasmodesmos entre las dos cêlu- 
las contiguas.
Fig. 2: Se observan dos hifas en secciôn longitu­
dinal, dentro de cêlulas parenquemSticas. En 
la mâs grande se pueden apreciar cuerpos con 
cêntricos.
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LAMINA 11
Fig. 1 y 2: Estas dos fotograflas, obtenidas por 
microscopîa electrônica transmisiôn muestran 
grupos de hifas en el interior de cêlulas del 
parénquima xilemâtico. En los dos casos apare 
cen los cuerpos concêntricos tîpicos del esta 
do de simbiosis.
i 'C'
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LAMINA 12
Fig. 1: Fotografîa tomada al microscopio electrôn^ 
co de transmisiôn, en la que se observa una = 
hifa en secciôn transversal en el interior de 
un espacio intercelular.
Fig. 2; En esta fotografîa aparecen dos hifas en el 
interior de fibras del xilema.
lum
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LAMINA 13
Fig. 1 y 2: Se trata de dos imâgenes obtenidas = 
por microscopîa electrônica de transmisi6n= 
mostrando aortes transversales de elementos 
conductores xilemâticos con hifas en su in­
terior. En la figura 2 la hifa se encuentra 
en la proximidad de una punteadura areolada,
%
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LAMINA 14
Fig. 1 y 2: Imâgenes obtenidas por microscopîa == 
electrônica de transmisiôn mostrando cortes= 
transversales de vasos xilemâticos con hifas 
en sa interior.
%
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LAMINA 15
Fig. 1; Detalle de una hifa liquênica localizada 
dentro de un vaso xilemâtico. Se trata de un 
corte longitudinal en el que se aprecian muy 
bien los cuerpos concêntricos.
Fig. 2: Corte longitudinal de un elemento conduc­
tor con tîpicos engrosamientos secundarios , 
en cuyo interior aparece una hifa.
Y / '
1
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LAMINA 16
Fig. 1; Fotografîa tomada por microscopîa electrô 
nica de transmisiôn que muestra un grupo de 
hifas en él interior de una célula y en la = 
que se aprecia cômo una de ellas ha perfora- 
do la pared celular del tejido del huésped.
Fig. 2: Muestra un caso similar, en el que se ob­
serva, a mSs aumentos, una hifa liquênica = 
atravesando una pared celular de la encina.= 
En este caso sé distlnguen también los cuer­
pos concêntricos.
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Al ensayar la actividad ^ -1-4 glucanSsica de E. prunas- |
^ s e  comprueba que el talo posée una actividad basai de escasa - !
inportancia, que se mantiene constante a lo largo del tiempo de - |
©cperimentaciôn en los talos control incubados en agua destilada. |
los resultados de los ensayos realizados en luz se expresan en la [
grâfica ns 1, en la que se aprecia que la actividad de los extrac 
tos control oselia alrededor de las 0,04 unidades a lo largo de - 
las 14 horas de experimentaciôn.
Cuando la actividad se valora en extractos de talo —  
qie han sido incubados en presencla de carboximetilcelulosa al - 
0,1% en agua destilada, aparece un rSpido y dràstico aumento de la 
aztividad a valores muy altos, que a las cuatro horas han alcanza 
dD su mâximo nivel con cerca de 0,3 unidades. A partir de las cua­
tro horas la actividad empieza a descender pero se sigue mantenien 
do dentro de valores apreciables y relativaraente estabilizados en­
tre las 8 y 14 horas de tratamiento.
3.2. Evolue16n de la actividad en el talo incubado en obscuridad.
Las mismas incubaciones realizadas en obscuridad arro- 
jan unos resultados bastante semejantes a los obtenidos para las 
cuatro primeras horas de incubaciôn en luz, pero a partir de ese 
memento la evoluciôn difiere significativamente. Los resultados ob 
tenidos se expresan en la grâfica ne 2.
Los extractos obtenidos a partir de talos mantenidos en 
agua ,y obscuridad presentan una actividad equiparable a la de los 
contrôles mantenidos en condiciones de luz: se mantienen, con li- 
geras oscilaciones, alrededor del valor basal que posela el talo 
en el tiempo 0.
Cuando el lîquen se incuba en presencia de CM-celulosa
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en obscuridad, al igual que en los ensayos en luz, también la ac­
tividad se dispara en las dos primeras horas y alcanza su mSximo, 
que es ademSs del mismo valor, en la cuarta hora. Sin embargo, y 
a diferencia del ensayo en luz, la actividad enzimâtica se mantie 
ne dentro de unas cifras de actividad bastante semej.antes hasta - 
las 10 horas de experimentaciôn, momento en que empieza a decaer.
3.3. EvoluciSn de la actividad en los medics de incubacién de las 
experiencias realizadas en luz.
Como se observa en la grâfica ne 3, no se détecta en - 
absoluto actividad ^ -1,4 glucanâsica en los roedios de incubaciôn 
de los ensayos realizados sin CM-celulosa, pero sî aparece en cam- 
bio cuando el pollmero ha sido anadido a los medics.
En la misma grâfica se comprueba que en estas experien 
cias realizadas en luz, la actividad aparece en el medio de incuba 
ciôn ya dentro de las dos primeras horas y sigue subiendo hasta la 
sexta hora para descender luego en la décima y mantenerse ya esta_ 
ble dentro de unos niveles inferiores a los mâximos pero altos.
3.4. Evoluciôn de la actividad en los medios de incubaciôn en los 
ensayos realizados en obscuridad.
Por lo que se refiere a los medios-de incubaciôn de los 
talos control, y segûn se puede apreciar en la grâfica ns 4, su - 
comportamiento es el mismo que en el caso de las incubaciones - 
realizadas en luz, es decir, no aparece actividad en ningûn momen­
to.
En cuanto a las incubaciones realizadas en obscuridad y 
con CM-celulosa en el medioy también en la grâfica ne 4, se expre­
san las actividades medidas en los medios de incubaciôn: Aunque la
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subida inicial de las 2 boras es mâs drSstica y el mSximo de acti 
vidad es algo superior al caso de incubaclones en luz, también se 
alcanza este mâximo para las 6 boras de incubaciôn. Sin embargo, 
cae a continuaciôn bruscamente para roantenerse en unos niveles 
prScticamente nulos.
3.5. Evolueiôn de la cantidad de celulosa en los medios de incuba- 
clôn.
La cantidad de CM-celulosa en los medios de incubaciôn 
sigue la evoluciôn descrita en la grSfica ne 5 y es, como se pue- 
de observer, en cierto modo concordante con el comportamiento se- 
guido por la actividad enzimStica de los medios de incubaciôn. La 
cantidad del polîmero va descendiendo graduaImente basta las 6 bo­
ras de incubaciôn en ambos casos. A partir de entonces sigue des­
cendiendo lotamente en los tratamientos de luz pero se mantiene —  
mâs o menos constante en los de obscuridad,
Como resumen de este punto se podrîa decir que E. pru- 
nastil posee actividad y?,-1 ,4 glucanasa, capaz de bidrolizar cade—  
nas de CM-celulosa, que la presencia del polîmero provoca un râpi. 
do y-fuerte desarrollo de la actividad, que los niveles mâximos - 
alcanzados son del mismo orden de magnitud en luz y en obscuridad 
y que, aunque decaen, no desaparecen mientras exista sustrato en 
el medio. AdemSs es fundamental resenar que se trata de un enzima 
excretable y que los niveles de actividad especifica en el medio - 
son muy superiores a los que aparecen en el talo.
4. MEDIDAS DE LA REACCION DE HILL EN CLOROPLA.STOS AISLADOS DE 
HOJAS DE Q. ROTUNDIFOLIA.
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4.1. Inhiblciôn de la.actividad fotolltica por las sustancias 11- 
quënicas alsladas de E. prunastiri.
En la grSfica ne 6 de expresan los resultados obtenidos 
en la valoraciôn de la actividad fotolltica de cloroplastos aisla 
dos a partir de hojas de esquejes de Q. rotundifolia mantenidos - 
durante seis dîas en incubaciôn CO^HNa 1 mM o en el mismo medio - 
suplementado con la mezcla de las cuatro sustancias liquênicas de 
E. prunastd. en concentraciôn de 14 pg/ml.
Como se desprende de la observaciôn de la grâfica, los 
cloroplastos control mantienen una actividad constante a lo largo 
de los seis dîas, mientras que aquëllos procedentes de los esque­
jes sometidos a tratamiento con sustancias liquênicas ven drSsti- 
camente reducida su capacidad fotolltica. Esta pérdida de rendi—  
miento es progrèsiva a lo largo de los dîas de experimentaciôn, al 
canzando unos niveles dramSticamente bajos.
4.2. Efecto inhibidor de cada uno de los cuatro compuestos por se- 
parado.
De la misma manera que se habîan estimado las conse—  
cuencias del tratamiento de los esquejes de Q. rotundifolia con - 
la mezcla de las cuatro sustancias aisladas del lîquen, se estimô 
también en gué proporciôn contribuîa cada uno de estos compuestos 
al efecto inhibidor observado.
En el histograma ne 1 se expresa la pérdida total de - 
actividad especîfica sufrida al cabo de seis dîas por los cloro­
plastos procedentes de hojas de ramitas incubadas con Scido evérn^ 
co, Scido ûsnico, atranorina o cloroatranorina■aisladas por croraa 
tografla en capa fina a partir de la mezcla original obtenida del
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talo llquënico. Los valores se comparan con las variaciones co- - 
rrespondlentes a los cloroplastos control y a los procedentes de 
los esquejes tratados con la mezcla original. Se aprecia claramen 
te en el histograma que el âcido ûsnico es el que présenta mayor 
efecto inhibidor, siendo éste del mismo orden de magnitud que el 
ejercido por la mezcla de los cuatro compuestos. También las otras 
très sustancias actfian negativamente sobre la capacidad fotolltica 
del cloroplasto y, aun siendo su efecto menos pronunciado, no dé­
jà de ser importante; son comparables.los del Scido evérnico y la 
cloroatranorina y ligeramente inferior el de la atranorina.
4.3. Restauraciôn de la actividad fotolltica por Cl^Mn.
En ensayos realizados con cloroplastos sometidos a una 
preincubaciôn con ClgMn previa a la medida de su capacidad fotoll 
tica se comprobô que la adiciôn de manganeso a la suspensiôn de - 
cloroplastos consigue revertir el efecto provocado por las sustan 
cias liquênicas, tanto cuando éstas eran anadidas al medio de in­
cubaciôn en forma de la mezcla original como cuando se anadîa se- 
paradaraente cada compuesto purificado.
En la grâfica ne 7 se comprueba que los cloroplastos - 
que han sido aislados a partir de esquejes incubados con sustan—  
cias liquênicas y han sido luego preincubados con ClgMn, mantienen 
un nivel de actividad especifica bastante aproximado al del dîa 0 
en que se iniciô el tratamiento.
En la tabla nQ 2 se ha expresado la pérdida media dia- 
ria de unidades de actividad especifica en Reacciôn de Hill de - 
cloroplastos procedentes de esquejes control y de esquejes trata­
dos con cada una de las cuatro sustancias liquênicas extraldas de
96
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E. prunastiri.Tamblën indica cuâl es la variaciÔn media diaria de 
los mismos cloroplastospreincubados con Cl^Mn. Los datos de la 
tabla no dejan lugar a dudas de que en todos los casos, la adi—  
ciôn de la sal contrarresta bastante eficazmente el efecto ejerci 
do por los fenoles liquénicos.
4.4. Efecto de la adiciôn de hormonas a los medios de incubaciôn.
Cuando en el medio de incubaciôn preparado con sustan­
cias liquênicas se anadîan hormonas vegetales, no se detectaba —  
ninguna respuesta en forma de protecciôn ejercida trente al efecto 
de los fenoles. Tanto en los experimentos en que se incluyô kinet^ 
na 10"* M como aquëllos en los que la hormona ahadida era el Scido 
giberélico (10"* M) los datos obtenidos fueron muy similares y no 
presentaban diferencias significativas respecto a las experiencias 
realizadas con sustancias liquênicas pero sin hormonas. Los valo­
res de actividad especifica en Reacciôn de Hill obtenidos con los 
tratamientos hormonales se représentas en la grâfica ne 8.
5. CONTENIDOS CLOROPLASTICOS EN MANGANESO.
Habida cuenta de la recuperaciôn de la actividad fotoM 
tica en los cloroplastos aislados de hojas de ramas tratadas con - 
sustancias liquênicas cuando estos cloroplastos eran preincubados 
con CljMn, se procediô a valorar los niveles cloroplSsticos del 
ion Mn^* correspondientes a ramas control y a ramas incubadas con 
los fenoles liquénicos.
Los resultados de estas valoraciones demuestran, tal 
como se observa en la grSfica nQ 9, que el tratamiento con estos 
productos del llquen se corresponde con una desaparaciôn del iôn
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de los cloroplastos. La concentraciôn de manganeso desclende tam­
bién ligeramente en los cloroplastos control, pero la diferencia 
existante entre esta concentraciôn y la de los cloroplastos tra­
tados es altamente signif icativa. AdemSs, esta diferencia se va 
haciendo progresivamente mayor con los dîas de tratamiento.
6. EFECTO DE LAS SUSTANCIAS LIQUENICAS SOBRE LOS NIVELES FOLIARES 
DE AZÜCARES REDUCTORES Y TOTALES. EFECTO DE LA ADICION DE HORMO-
NAS A LOS MEDIOS DE INCUBACION.
La evoluciôn que siguen los contenidos foliares en —  
azûcares reductores es bastante similar a la de los azücares tota­
les, tanto cuando se comparan los extractos obtenidos de hojas de 
ramas control como cuando se trata de hojas de ramas incubadas en 
presencia de las sustancias liquênicas.
Respecto a los azûcares reductores, se observa en la 
grSfica ne 10 que existe un claro descenso en los extractos de 
hojas que han sufrido el efecto de las sustancias liquênicas, res 
pecto al contenido de los contrôles. Este descenso es ya notorio 
en el primer dîa de tratamiento, aunque el efecto final observado 
no es tan drSstico como el que tiene lugar a nivel de Reacciôn de 
Hill.
Los valores de contenido en azûcares totales se expre­
san en la grSfica nQ 11 y siguen un comportamiento comparable a 
los azûcares reductores; También en este caso se da una aprecia- 
ble caîda en los niveles medidos en hojas de ramas tratadas res­
pecto a las no tratadas, pero sin que se trate de un efecto tota_l 
mente brusco.
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Los tratamientos con hormonas vegetales en los medios 
de incubaciôn preparados con sustancias liquênicas tienen un 
efecto protector trente a los fenoles, ya que tanto la kinetina 
como el Scido giberélico consiguen disminuir la pérdida de azûc^ 
res reductores hasta el cuarto dîa de incubaciôn, en que los va­
lores se hacen iguales para los très tratamientos en los que se 
han anadido los componentes del llquen. (Grâfica ns 10).
La situaciôn es bastante similar cuando se trata de 
los azûcares totales aunque, como se observa en la grâfica ne 11, 
el efecto protector sôlo tiene lugar hasta el tercer dîa de incu­
baciôn.
7. ALTERACIONES DEL METABOLISMO DEL ALMIDON PROVOCADAS POR LA INCU­
BACION CON SUSTANCIAS LIQUENICAS. EFECTO DE LA ADICION DE HORMONAS 
A LOS MEDIOS DE INCUBACION.
7.1. Evoluciôn de las réservas de almidôn.
La grâfica ne 12 muestra la evoluciôn seguida por las 
réservas foliares de almidôn con los cuatro tratamientos ensaya- 
dos: el control, la adiciôn de sustancias liquênicas al medio de 
incubaciôn y la suplementaciôn de este segundo medio con kineti­
na o con âcido giberélico. Se trata de una grâfica muy interesan- 
te por cuanto es capaz de explicar la evoluciôn seguida por los 
azûcares reductores y totales, con los distintos tratamiento.
Mientras que la cantidad de almidôn de las hojas de 
las ramas control no parece descender significativamente, el tra 
tamiento con sustancias liquênicas provoca una drâstica bajada 
en la concentraciôn de este polîmero, que parece en cierto modo
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estabilizarse a partir del tercer dîa del tratamiento. La presen- 
cia de kinetina en el medio de incubaciôn supone un descenso aun 
mSs brusco en las reserves de almidon, descenso que tiene lugar 
en el primer dîa de tratamiento. La misma situaciôn, un poco mSs 
acer.tuada, se présenta cuando la hormona anadida al medio de in­
cubaciôn de las ramas de Q. rotundifolia ha sido el Scido giberë- 
lico.
7.2. Salida de azucares a los medios de incubaciôn.
La salida de azûcares a los medios de incubaciôn se mi- 
diô para los cuatro tratamientos y los valores obtenidos, que se 
representan en la grSfica ne 13, concuerdan en cierto modo con la 
desapariciôn de las réservas de almidôn de las hojas. En efecto, 
las cantidades de azûcares valoradas en los medios de incubaciôn 
despuës del primer dîa de tratamiento son bastante similares en 
las ramas control y las tratadas con sustancias liquënicas, pero 
son sin embargo notablemente superiores en los casos en que las 
horironas habîan sido anadidas a los medios de incubaciôn junto 
con las sustancias liquënicas. Esta cantidad es mayor en el caso 
del Scido giberëlico que en el caso de la kinetina.
7.3. RespiraciÔn foliar.
Tarabiën la medida del proceso de respiraciôn foliar da 
una respuesta complementaria a la evoluciôn de las réservas almido 
nadas.
Como se observa en la grâfica ne 14, desde el primer mo 
mento las hojas de ramas sometidas al tratamiento de incubaciôn 
con los compuesi.os liquénicos, muestran una alta actividad respira 
toria, que va incrementado hasta el segundo dîa, a partir del cual
114
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ya se mantiene.. Cuando en el medio de incubaciôn de los esguejes 
estaba presente la kinetina ademSs de las sustancias liquënicas, 
esta actividad era algo menor y tardaba mSs tiempo en estabilizar 
se. Lo mismo ocurre cuando la hormona empleada ha sido el Scido g^ 
berêlico, siendo en este caso la evoluciôn de la actividad respi­
rator ia a lo largo de los dias de tratamiento, paralela a la des- 
crita para la kinetina pero con valores algo inferiores. En el ca 
so de las ramas control, la actividad respiratoria no sufre incre 
mento sobre el valor medido a tiempo o hasta el segundo dia, man- 
teniéndose a partir de entonces dentro de valores muy semejantes.
8. NIVELES DE LIPIDOS TOTALES.
Se midiô la cantidad de llpidos en extractos obtenidos 
a partir de hojas de ramas control incubadas en ausencia de sus­
tancias liquënicas y tambiën de ramas tratadas con estos fenoles, 
con o sin la adiciôn de las hormonas kinetina y Scido giberëlico.
Los resultados obtenidos se expresan en la grSfica ns 
15, de la que se desprende que no existe efecto por parte de las 
sustancias liquënicas a este nivel. Para los cuatro tratamientos 
se observa una cierta disminuciôn de los contenidos lipîdicos de 
las hojas, disminuciôn que es graduai a lo largo de los dias de 
experimentaciôn, y que sigue una evoluciôn bastante paralela en 
los cuatro casos.
9. EFECTO ACELERADOR DE LA SENESCENCIA FOLIAR DE LAS SUSTANCIAS
LIQUËNICAS. PAPEL PROTECTOR DE LAS HORMONAS KINETINA Y ACIDO GI- 
BERELICO.
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9.1. Contenldo en agua y contenido ïiîdrico relative del tejido fo­
liar .
En la grâfica ns 16 se describen las variaciones de con 
tenido en agua de las hojas de esquejes de Q. rotundifolia con los 
cuatro tratamientos distintos. En las muestras tratadas con sustan 
clas liquënicas-exclusivamente, se observa una aceleraciôn de la 
përdida de agua que acompaha a los procesos de senescencia foliar, 
siendo la diferencia mâs acentuada en los primeros dîas del trata 
miento. Las dos hormonas vegetales ensayadas, la kinetina y el âcl 
do giberëlico, son capaces de disrainuir la përdida de agua por par 
te de las hojas durante los dos primeros dîas de tratamiento, cuan 
do son anadidas al medio de incubaciôn. A partir del tercer dîa 
desaparece el efecto protector e incluso aceleran aûn mâs la dese 
caciôn.
Cuando se procediô al estudio del contenido hîdrico re 
lativo, se obtuvieron unos resultados que estaban en complète 
acuerdo con los correspondientes a las valoraciones de contenido 
total en agua de lashojas. En la grâfica ns 17 se puede apreciar 
cômo tambiën las sustancias liquënicas anadidas al medio de incu­
baciôn tienen un efecto negative sobre este parâmetro, pues ha- 
cen disminuir sus valores respecte a los de las hojas control.
Al igual que en el caso anterior, tanto la kinetina como el âcido 
giberëlico ejercen un efecto protector, que se traduce en el man- 
tenimiento de valores altos del îndice medido, incluso por encima 
de los de las hojas control, pero tambiën aquî la protecciôn desa 
parece a partir del tercer dîa de tratamiento.
9.2. Abscisiôn foliar.
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9.2.1. Estudio microscôplco de la abscislôn; Considerando que 
el proceso desencadenado por la adiciôn de sustancias liquënicas 
al medio de incubaciôn suponîa a la larga una aceleraciôn de la se 
nescencia, se hizo el estudio microscôpico de la abscisiôn en ho­
jas de ramas mantenidas con los distintos tratamientos descritos 
en los experimentos anteriores, con vistas a comprobar si la prc- 
sencia de sustancias liquënicas en el medio de incubaciôn acelera- 
ba la formaciôn de la zona de abscisiôn.
En las ISminas 17 a la 20 se muestran fotografias obte- 
nidas de algunas de las preparaciones para microscopic ôptico 
realizadas a lo largo de la experimentaciôn; correspondientes a 
secciones longitudinales de peciolos foliares. En la lâmina 17 se 
pueden observer dos muestras de las preparadas a tiempo o, esto es, 
el mismo dîa que se obtuvieron los esquejes. Las lâminas 18, 19 y 
20 corresponden respectivamente a ejemplos representatives de las 
preparaciones obtenidas los dîas 5s, 10s y 20S del expérimente, y 
en cada lâmina se incluye una muestra correspondiente al trata­
miento control, una correspondiente al tratamiento con sustancias 
liquënicas y una correspondiente a cada une de los tratamientos en 
que se ahadîan hormonas a los medios de incubaciôn.
Como bien se deduce del estudio de estas cinco lâminas, 
que representan fielmente al conjunte de todos los peciolos obser 
vados dîa a dîa, en las hojas de encina no tiene lugar la forma­
ciôn de una zona de abscisiôn paralela a la senescencia de la hoja, 
sine que esta zona de abscisiôn se forma ya en la ontogenia foliar. 
En efecto, desde el dîa inicial se observa a travës del peciolo 
una barrera integrada por cëlulas de menor tamaho que el reste de
127
LAMINA 17
Fig. 1 y 2: Seccionés longitudinales a travês 
de peciolos foliares de Q. rotundifolia 
sin ningûn tratamiento (control a tiem­
po 0)
X 135
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LAMINA 18
Secciones longitudinales a travês de peciolos 
foliares de Q. rotundifolia en el 5°dia de tra 
tamiento
Fig. li incubaciôn en CO^HNa ImM
Fig. 2: incubaciôn en CO^HNa ImM + sustancias liquënicas
^(14 pg/ml)
Fig. 3: incubaciôn en CO^HNa ImM + sustancias liquënicas
(14 pg/ml)+ kinetina 10 ^M
Fig. 4: incubaciôn en CO^HNa ImM + sustancias liquënicas
(14 pg/ml)+ âcido giberëlico 10 ^M
13'
135
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LAMINA 19
Secciones longitudinales a travês de peciolos 
foliares de Q» rotundifolia en el 10° dia de 
tratamiento *
Fig. 1; incubaciôn en CO^HNa ImM
Fig. 2: incubaciôn en CO^HNa ImM + sustancias liquënicas
(14 ug/ml)
Fig. 3: incubaciôn en CO^HNa ImM + sustancias liquënicas
(14 pg/ml)+ kinetina 10 ^M
Fig. 4; incubaciôn en CO^HNa ImM + sustancias liquënicas
(14 pg/ml)+ Scido giberëlico 10 ^M
\17
m m #
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LAMINA 20
Secciones longitudinales a travês de peciolos 
foliares de Q. rotundifolia en el 20° dîa de 
tratamiento
Fig. 1: incubaciôn en CO^HNa lmî4
Fig. 2; incubaciôn en CO^HNa ImM + sustancias liquënicas
(14 ;ig/ml)
Fig. 3: incubaciôn en CO^HNa In^ l + sustancias liquënicas
(14 pg/ml)+ kinetina 10 ^M
Fig. 4: incubaciôn en CO^HNa ImM + sustancias liquënicas
(14 pg/ml)+ âcido giberëlico 10 ^M
y,
135
las de la hoja y carente de esclereidas, que son muy abundantes en 
toda la rama y en el resto del peciolo foliar. Esta zona no sufre 
transformaciôn a lo largo del tiempo con ninguno de los tratamien 
tos, sin que llegue a producirse la digestiôn de paredes celula- 
res en la regiôn proximal a la rama que suele marcar en otras ho­
jas el momento de la abscisiôn.
9.2.2. Estimaciôn de la tendencia a la abscisiôn: Los resul­
tados obtenidos cuando se estimô la tendencia a la abscisiôn de 
las hajas de esquejes sometidas a los diferentes tratamientos fue 
ron concluyentes a la hora de determiner el efecto acelerador de 
la senescencia provocado por las sustancias liquënicas. Como se 
deduce de la grSfica ne 18 en la que se han representado los da- 
tos obtenidos en este experimento, la presencia de los fenoles li­
quénicos en el medio de incubaciôn supone un mayor tanto por cien- 
to de abscisiôn respecte al tanto por ciento valorado para las ho­
jas de los esquejes control. La diferencia entre ambos tratamientos 
va acentuSndose hasta el dîa 7q , en que es mâxima, para disminuir 
luego progrèsivamente hasta desaparecer.
Las hormonas vegetales ahadidas a los medios de incuba­
ciôn que contienen sustancias liquënicas, resultan en esta ocasiôn 
eficaces protectores contra la aceleraciôn de la abscisiôn provoc^ 
da por los fenoles: Durante los primeros dîas de tratamiento, las 
ramas correspondientes a los tratamientos hormonales arrojan unos 
valores intermedios entre los contrôles y los tratamientos con su£ 
tancias liquënicas pero sin hormonas. Entre los dîas 6s y 7s, en 
que aparece la mâxima diferencia entre aquëllos, ambas hormonas 
llegan a ejercer una protecciôn total, dando unos valores simila-
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res a los de los contrôles, y, a partir de entonces, incluso mantle 
nen los nlveles de absclslôn por debajo—de estos ûltlmos. Durante 
todo el tlempo de experimentaclôn el efecto protector de la klnet_i 
na a este nlvel es algo superior al del âcldo glberéllco.
9.3. Actlvldad fosfatasa 5clda.
El tratamlento de las ramas de enclna con los compues- 
tos llquénlcos provoca tamblên un incremento en la actlvldad fosfa 
tasa âclda de las hojas, si se compara con los nlveles medldos en 
las rolsmas condlclones en las ramas control. En el caso de la ac 
tivldad fosfatSslca locallzada en la fraccldn soluble, este incre­
mento es mâxlmo en el segundo dla, mantenléndose slempre por encl- 
ma de los valores de actlvldad especlflca de las ramas control. La 
evoluclôn de la actlvldad especîflca en la fracclôn soluble se re­
présenta en la grSflca ne 19, en la que tamblén se aprecla que tan 
to la adiclôn de klnetlna como de Scldo glberéllco al medlo de In- 
cubaclôn que contiens sustanclas llquênlcas, son capaces de mante- 
ner los nlveles de actlvldad especîflca del enzlraa alrededor de 
los valores del control durante los prlmeros dias, pero a partir 
del tercero el efecto protector desaparece.
En la grâflca ns 20 se ha representado la evoluclôn de 
la actlvldad especîflca del enzlma llgada membrana. Los. resultados 
son mSs définitives en este caso puesto que las sustanclas llqué- 
nlcas estân provocando un aumento de la actlvldad desde el princi­
ple y la dlferencla respecte a los contrôles se va vlendo Incremen 
tada gradualmente. Mlentras que la actlvldad fosfatasa Sclda-llga­
da a membrana empleza a decaer en los contrôles a partir del tercer 
dîa, en el caso de tratamlento con los fenoles llquénlcos slgue su
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biendo a lo largo de todo el tiempo de experimentaciôn. En esta 
ocasiôn ambas hormonas ejercenuna eficaz protecciôn por cuanto 
la actlvldad especîflca de extractos obtenldos a partir de esque- 
jes incubados con sustanclas llquênlcas y hormonas résulta siem- 
pre Inferior a la de los extractos correspondlentes al tratamlen­
to con sustanclas llquênlcas solamente. Incluso hacen descender los 
valores por debajo de los contrôles durante casl todo el tratamlen­
to. Este efecto, que se observa para ambas hormonas, es mùcho mâs 
notable en el caso de la klnetlna que en el del âcldo glberéllco.
10. ALTERACIONES PROVOCADAS POR LAS SUSTANCIAS LIQUENICAS SOBRE LA 
ULTRAESTRUCTURA DE LOS CLOROPLASTOS.
El examen detallado de la ultraestructura cloroplSstlca 
nos révéla que la IncubaclÔn de esquejes de Q. rotundlfolla con 
lais sustanclas llquênlcas de E. prunastri provoca una notable des- 
organlzaclôn de las laraelas tllacoldales de los cloroplastos.
Por una parte, mlentras las lamelas de cloroplastos pro
cedentes de esquejes control slguen presentando un aspecto normal
al cabo de los dias (ISmlna 21)  ^ los cloroplastos que se han
vlsto sometldos al tratamlento con los fenoles del liquen, frecuen
temente aparecen con aspecto desordenado y pêrdlda o alteraciôn de
la estructura de los grana. Este efecto se observa especlalmente en
la iSmlna 23 flg. 1 y en la ISmlna 24 flg. 2. La alteraciôn de las
lamelas tllacoldales parece f;star relacionada con la aparlclôn de
que
estructuras parecidas a estromacentros (ISmlnas 22, 23 y 24; , ocu- 
pando una Importante superficie del cloroplasto, parecen en algu- 
nas ocaslones desplaZar a las lamelas, que quedan entonces dlstrl-
144
buidas con una ordenacion periférica. Estas estructuras parecen dar 
lugar a formaciones paracristalinas del tipo que se senala dentro 
de un cîrculo en la figura 2 de la ISmlna 22 y en la figura 1 de. 
la lâmina 23. Este tipo de formaciones se resuelven en agrupaciones 
de hexâgonos de alrededor de 10 nmetros cada uno, ordenados perio- 
dicamente. En la iSmina 2 de la figura 23 se muestra una magnifica- 
ciôn de una de estas formaciones.
Como consecuencia del tratamlento con sustanclas liquêni- 
cas aparece tamblên en ocaslones una dilataciôn de las lamelas, 
que se observa por^ ejemplo en las figuras n"l de las iSminas 22 y 
23 senalada con fléchas.
Por ûltimo, el tratamlento con los fenoles del liquen 
coincide tamblên con la aparlclôn, en muchos de los cloroplastos 
observados, de un nûmero de plastoglôbulos muy superior a lo que 
es normal en cloroplastos de Q. rotundlfolla (lâmina 22, flg. 2; 
lamina 24, figuras 1 y 2).
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LAMINA 21
Cloroplasto correspondiente a una rama control de 
Q. rotundlfolla no tratada con sustanclas llquên^ 
cas.
/ 4
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LAMINA 22
Cloroplastos correspond!entes a lanas de Q. rotundlfolla 
sometldas a tratamlento con sustanclas llquênlcas.
Flg. 1: Se observa una notable desorganlzaclôn de las
lamelas y de los grana, que tlenden a dlstrlbulr 
se en la perlferla del cloroplasto. Tamblên apa­
recen muchas lamelas dilatadas, algunas de las cu^ a 
les se han senalado con fléchas.
Flg.2; Aparece tamblên una dlstrlbuclôn perlfêrlca de las 
1-amelas, con el estroma ocupado por estructuras 
parecidas a los estromacentros, Se senala con un 
cîrculo una formaclôn de aspecto paracrIstallno.
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LAMINA 23
Cloroplastos correspondientes a ramas de Q. rotundi- 
folia sometidas a tratamlento con sustanclas llquêni^ 
cas.
Flg. 1: En esta figura se observan varias formaclo—  
nés paracristalinas (circules), dlsposlclôn pe­
rlfêrlca de las lamelas y algunas lamelas dlla- 
tadas (fléchas).
Flg. 2: Ampllaclôn de una forroaclÔn paracrlstallna.
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LAMINA 24
Cloroplasto correspondiente a ramas de Q. rotundlfolla 
sometldas a tratamlento con sustanclas llquênlcas.
Flg. 1 : Vlsta de conjunto de varias cêlulas con plas­
toglôbulos en el Interior de los cloroplastos.
Flg. 2 : Cloroplastos altamente desorganlzado con gran 
cantldad de estructuras con aspecto de estromacentros, 
formaclonesparacrlstallnas (cîrculo) y plastoglôbulos.
m
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Distintos autores se han preocupado desde tiempo atrâs 
del problema de la relacion existante entre lîquenes epifitos y 
sus forofitos, pero generalmente los trabajos se han enfocado ha- 
cia aspectos muy concretos de esta relaciôn, faltando un estudio 
en profundidad capaz de dar una visiôn de conjunto del tema.
A pesar de que el conocimiento popular admite el efec­
to nocivo de los lîquenes sobre Srboles superiores, faltan estu- 
cios directes realizados en campo de. la incidencia real de las 
poblaciones llquênlcas sobre el desarrollo de las comunldades vé­
gétales superlores. Sobre este particular BROWN & MIKOLA (1974) 
apuntan que la presencla del lîquen Cladonia alpestris sobre sue- 
los de bosques flnlandeses supone una dlsmlnuclên en la tasa de 
creclmlento de los plnos, que es sels veces inferior a la de pi- 
nos prôxlmos que crecen sobre suelo desnudo, relaclonando este he 
cho con la Inhlblclôn del creclmlento de micorrizas provocada por 
los âcldos ûsnlco y perlatêrlco excretados por el lîquen. ASAHINA 
& KUROKAWA (1952) senalaban tcunbiên que la presencla de comunida- 
des llquênlcas eplfîtlcas afectaba al desarrollo de los vSstagos 
de plantas de tê, aunque estos autores pensaban que podrîa ser 
debldo a la competencla por la luz. De nuestras observaclones en 
el enclnar de Cedlllo de la Torre se deduce que la instalaclôn de 
poblaciones llquênlcas es capaz de provocar la desfoilaciôn de ra 
mas enteras y de arbustes jêvenes (tabla n°l). Aunque no se pueda 
descartar que algunas ramas muertas cublertas de lîquenes lo estu 
vleran ya antes de la Instalaclôn de los eplfltos, en modo alguno 
se puede pensar que sea éste el caso general ni que los lîquenes 
prosperen precis amen te en ramas décadentes. En las lâmlnas 1 y 2 
se Indica cômo un arbusto y ramas bastante jôvenes han sldo dramS
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ticamente afectados por los lîquenes. AdemSs existen distintos gra 
dos de desfoliacion que, en lîneas générales, se pueden relacionar 
con la densidad de la poblaciôn epifîtica y con su dlstrlbuclôn.
Como æ  puede comprobar en la tabla n°l, el decalmlento de
las ramas afectadas es progreslvo y se détecta no sôlo en el nûme
ro de hojas slno tamblén en el de subramlfIcaclones, y este segun­
do efecto se acentûa al descender en el rango de la subramlfIcaclon. 
El resultado final es la atrofla de la rama que, por un parte, ve 
acelerada la pérdlda de sus hojas y, por otra, va perdlendo capa- 
cldad de smltlr nuevos brotes.
De acuerdo con nuestro punto de vlsta esta sltuaclôn se
debe a la Inyecclôn por parte de los eplfltos de sustanclas llqué-
nlcas en los tejldos vasculares del foroflto. De hecho, el efecto 
alelopâtlco sobre vegetales superlores de estos compuestos fenôl^ 
COS ha sldo repetldamente demostrado en condlclones de laboratorlo 
a nlvel de germlnaclôn y desarrollo de plântulas de dlstlntas es- 
pecles vasculares (FOLLMAN & NAKAGAWA, 1963)(FOLLMAN & PETERS, - 
1966)(RONDON, 1966)(MILLER, 1966)(PYATT, 19 70)(RAMAUT & THONAR,
1971 a & b)(DAURIAC & RONDON, 1976) aunque sln llegar a définir su 
mécanisme de interferencla.
Nuestra hipôtesls se basa en el estudio de la penetra- 
clôn de las hlfas llquênlcas en el foroflto, en el que se demues- 
tra su llegada a los tejldos conductores del huesped, lo cual ex- 
pllcarîa algunas de las sltuaciones ano^adas en el campo. Por ejem 
plo, el que los lîquenes no parezcan afôctar a una rama cuando su 
creclmlento se limita a las zonas de mayqr dlâmetro y el que no 
siempre exista una relaciên directe entre la densidad de la cobe£ 
tura liquênica y el grado de desfoliaciôrf podrîa muy bien ser de
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bido a la distinta proporcion de talbs llquénlcos cuya penetraclôn 
haya prosperado hasta alcanzar los vasos conductores del foroflto.
El mecanismo y alcance de la penetraclôn de los lîquenes 
eplfltos en el Interior del sustrato ha sldo un tema muy controver. 
tldo desde los prlmeros estudios al respecto, que se remontan al 
slglo pasado. En general se pensaba que el desarrollo de las hlfas 
quedaba llmltado a los tejldos muertos exteriores de la peridermis, 
que se trataba dfe una penetraclôn pasiva a traves de heridas del te^  
jido y que no eran en absolute capaces de penetrar en el interior 
de cêlulas vegetales. Sin embargo, tamblên algunos autores descri- 
bleron extehsa penetraclôn a travês de los tejldos corticales, pa- 
sando por el floema y alcanzando incluso el cambium (Porter, 1917). 
En desacuerdo con la antigua teorîa y llegando mâs lejos que PORTER, 
en nuestro trabajo se demuestra que el lîquen Evernla prunastri pé­
nétra actlvamente a travês de los distintos tejldos corticales, de£ 
garrândolos sin aparente dlficultad, sin que ni siquiera la presen 
cia de grupos de esclereidas suponga un obstâculo a su avance (lâ­
mina n*3). Sln embargo, asî como en ramas muertas ESTEVEZ y cols. 
(1980) encontraban raasas de hlfas Invadiendo el xilema y provocando 
un gran des.trozo en este tejldo, cuando se trata de ramas del ârbol 
que aûn conservan vltalldad, las masas de hlfas no son capaces de 
progresar hacia el interior del téjido, teniendo entonces lugar la 
penetraclôn a nlvel de hlfas que, alsladcunente o en pequenos grupos, 
se dispersan progresando en vasos, fibras, radios raedulares etc., 
llegando en ocaslones hasta lasmlsmas cêlulas de la mêdula. Esta s^ 
tuaciôn, que ha sido constatada tanto a nlvel de microscopîa ôptica 
como electrônica de transmisiôn y de scanning, queda patentemente 
ilustrada en las lâmlnas 4 a la 16, y concuerda con las observacio- 
nes ultraestructurales realizadas por ASCASO y cols. (19 80) para
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Quercus pyrenaica. Ademâs, las dos figuras de la lâmina 16 demues- 
tran claramente la capacidad de las hlfas llquênlcas aisladas de 
perforar paredes celulares del huesped, sltuaclôn esta sobre la 
que exlstîan muchas dudas por no haber sldo fotografiada con ante- 
riorldad.
Los resultados del estudio mlcroscôplco nos brlndan la 
base estructura! para poder hablar de Interacclôn quîmlca entre los 
metabolitos del lîquen y los procesos fislolôgicos del foroflto, 
puesto que la presencla de las hlfas en los tejldos conductores su­
pone una fâcll vîa de acceso de las sustanclas llquênlcas a los 
distintos ôrganos del huesped.
Slendo el mlcoblonte el componente que acapara un mayor 
tanto por clento de materla vlva dentro de la slmblosls liquênica, 
el ûnlco responsable delà penetraclôn en los tejldos del huesped y 
perteneclendo a la clase fûngica, serîa de esperar que,de alguna 
manera, poseyera mécanismes slmllares a los de estos organlsmos.
La capacidad de b>s hongos para parasltar plantas superlores dépen­
de en primer térmlno de la producclôn de enzlmas capaces de romper 
los distintos polîmeros que forman las paredes celulares de sus 
huêspedes (BATEMAN, 1976). En este trabajo ha quedado demostrado 
que E. prunastri posee los mécanismes enzlmâtlcos necesarlos para 
degradar al menos uno de los principales polîmeros de paredes celu­
lares de vegetales superlores: la celulosa. Es muy signlficativo el 
hecho de que se trate de un enzlma cuya actlvldad auraenta conside- 
rablemente ante la presencla del polîmero (grâflcas 1 y 2) y tam­
blên el que sea excretable (grâflcas 3 y 4), puesto que ésta es pre 
clsamente la forma en que generalmente actûan los patôgenos de plaii 
tas superlores (ENGLISH y cols., 1971). El que el enzlma f>l,4 glu- 
canasa, locallzada con bajos nlveles de actlvldad en talos Incuba­
dos en ausencla deCM-celulosa, no sea excretable al medlo de Incu-
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baciôn nos da idea de que su sentido funcional es completamente di- 
ferente.
Es muy probable que los productos de reacciôn acumulados 
puedan regular la actividad enzimâtica. Esto explicarîa el que en 
luz, cuando a les azûcares liberados del polîmero por la celulosa se 
anaden los que se obtienen por fotosîntesis, el mâxlmo de actividad 
descienda antes que en oscuridad. El raantenimiento de nlveles altos 
de actividad en talos incubados en oscuridad puede significar, pa­
ra el lîquen, un suministro de los nutrientes que en luz consigue 
por fotosîntesis. Efectivamente, un mecanismo de regulaciôn de este 
tipo concuerda con la temprana desapariclôn de la actividad de los 
mèdios de incubaciôn de talos mantenidos en oscuridad y con la evo 
luciôn de la cantldad de celulosa en los roismos. En estas condicio 
nés el mantenimiento del enzima en el interior del talo reportarîa 
un indudable bénéficié al lîquen.
Una vez establecida una vîa a travês de la cual los com­
puestos del lîquen tienen la posibilidad de interaccionar con el 
metabdüsmo foliar, el siguiente punto a discutir es la existencia 
de interferencia entre las sustanclas llquênlcas dé E. prunastri y 
Q. rotundlfolla y que mecanismos intervienen. Habida cuenta del pa _ 
pel regulador de procesos metabôlicos dependientes de cationes inor 
gânicos que estos compuestos parecen ejercer dentro del lîquen, que 
ha sido demostrado para la cloroatranorina a distintos nlveles (VICEN 
TE y cols., 1975)(ESTEVEZ & VICENTE, 1976)(VICENTE & ESTEVEZ, 1976), 
es lôgico pensar en una acciên similar sobre el huesped.
En los énsayos realizados con cloroplastos aislados de hojas 
de ramas de Q. rotundlfolla durante este trabajo, ha quedado demos­
trado que las sustanclas llquênlcas de E. prunastri provocan una
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fuerte inhibiciôn de la capacidad fotolîtica de estos orgânulos, 
precisamente por guelaciôn del manganeso cloroplâstico, esencial 
para el funcionatniento de la cadena de transporte electrônico foto- 
sintêtica (grâficas 6 y 7). Estos resultados estân de acuerdo con 
el papel regulador de la actividad fotolîtica del ficobionte de E. 
prunastri por parte de la cloroatranorina puesto de relieve por 
VICENTE y ESTEVEZ (1976).
Résulta évidente que la pérdida de actividad es debida a la 
quelaciôn del manganeso por parte de las sustancias liquênicas, 
puesto que la adiclôn del ion a los cloroplastos procédantes de 
ramas tratadas con estos fenoles restaura, su capacidad fotolîtica. 
Ademâs, en estos cloroplastos tiene ligar un descenso graduai en los 
nlveles de manganeso en comparaciôn con los nlveles que se detec- 
tan en los cloroplastos control (grâflca n°9).
Las cuatro sustancias liquênicas présentes en E. prunastri, 
âcido evêrnico, âcido ûsnico, atranorina y cloroatranorina, ejercen 
un efecto inhibidor del transporte de electrones fotosintêtico 11- 
gado al fotosistema II (histograma n*l, tabla 1), que es mâs acusa- 
do para el âcido ûsnico. Este mayor efecto podrîa explicarse por 
la presencla en la molêcula del âcido ûsnico de très puntos de que­
laciôn, frente a los dos que poseen las molêculas de las otras très 
sustancias.
A la vista de la inhibiciôn provocada por las sustancias liqu^ 
nicas a nivel de fotolLsis del agua, cabe esperar que la reduceiôn 
en el suministro de ATP y NADPH al estroma suponga un descenso en la 
producclôn de fotoasimilados. En efecto, el tratamlento con sustan­
cias liquênicas provoca una disminuciôn de los nlveles foliares de 
azûcares reductores^totales, aunque el efecto final,observado al ca
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bo de.los seis dîas de tratamlento, no es tan drSstico como el que 
tiene lugar sobre la fotolisis del agua (grâficas 10 y 11).
Tanto la kinetina como el âcido glberéllco ejercen una 
cierta protecciôn sobre la concentraciôn de azûcares foliares du­
rante los prlmeros dîas, de tratamlento, cuando estas hormonas se ana 
den a los medios de Incubaciôn preparados con sustancias liquênicas. 
Este efecto Uega a hacerse nulo en el cuarto dîa para el caso de los 
azûcares reductores y en el tercero para el de los azûcares totales,
Desde luego, ninguna de las dos hormonas es capaz de re- 
vertir la inhibiciôn provocada por los fenoles del lîquen sobre el 
transporte electrônico ligado al fotosistema II,lo cual es un argu­
mente mâs, que indirectamente corrobora la relaciôn de dependencia 
entre la desapariciôn del manganeso cloroplâstico y la pérdida de 
capacidad fotolîtica: si el efecto inhibidor dependiese de una de- 
sorganizaciôn del cloroplasto provocada por un proceso de senescen- 
cia normal, en lugar de depender de la deficiencia de un compuesto 
estructural, serîa esperable una reorganizaciôn y reactivaciôn por 
efecto de las hormonas, de acterdo con distintos autores como 
BISWAL y cols. (1976) y NAITO y cols. (1961).
Son sin embargo los datos de~cbntenido en almidôn de las 
hojas los que nos explican el comportamiento de los azûcares: mien 
tras que en las hojas control la cantidad de almidôn no desciende 
significativamente, en las hojas de ramas tratadas con sustancias 
liquênicas se da una râpida pérdida (grâfica 12), lo que parece in^  
dicar que ante la disminuciôn que productos fotosintetizados, la 
planta responds con una movilizaciôn de réservas, razôn pbr la cual 
se mantienen unos niveles de azûcares libres superiores a los espe- 
rables.
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Los resultados obtenidos de esta valoraciôn tambiôn son 
capaces de explicar la protecciôn e.jercida por las hormonas sobre 
los nivales de azGcares durante los primeros dîas de tratamiento: 
tanto en el caso de kinetina coitio en el del Scido giberélico, la 
cantidad de almidôn sufre una drâstica redcucciôn ya en el primer 
dîa, lo que justifica él mantenimiento de concerntraciones de azG­
cares superiores a los tratamientos con sustancias liquénicas en 
ausencia de hormonas. Quizâs podrîa relacionarse este efecto con 
el efecto inductor de la o(-amilasa en semillas, muy caracterîstico 
del Scido giberélico pero tambiên présenté en la kinetina, aunque 
esta acciôn movilizadora de réservas sôlo estS descrita para semi­
llas .
Evidentemente, la desapariciôn de réservas hidrocarbona- 
das tiene que ir acompanada, o bien por una salida de las mismas 
al medio de incubaciôn o por un incremento en la respiraciôn. De 
hecho, ambos fenômenos tienen lugar. La salida de azGcares al medio 
de incubaciôn después de un dfa de tratamiento es bastante similar 
en las ramas control y en las tratadas con sustancias liquénicas, 
pero notablemente superior en los casos de incubaciôn con sustan­
cias liquénicas y hormonas (grSfica 13). Por otra parte, las hojas 
de ramas incubadas con sustancias liquénicas muestran, desde el 
principio, una aita actividad respiratoria, que es algo menor cuan 
do las hormonasestân présentes en el medio de incubaciôn {grâfica 
n“14). En lîneas générales, la salida de azGcares a los medios de 
incubaciôn junto con las actividades respiratorias, se pueden co- 
rresponder con la evoluciôn de las réservas almidonadas con los di^ 
tintos tratamientos.
Otro posible destino de las réservas que van siendo con-
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sumidas podrîa haber sido su transformaciôn en lîpidos ya que la ca 
pacidad adaptativa de algunas plantas ante ciertas situaciones de 
stress parece estar relacionada con un incremento de su contenido 
en lîpidos (SIKORSKA & KACPERSKA-PALACZ, 1979). Este mécanisme no 
parece tener lugar en nuestro caso, en el que sôlamente se observa 
un decaimiento en los niveles de lîpidos totales, sin diferencias 
significativas para los distintos tratamientos (grSfica n“15).
Es évidente que una situaciôn de pobreza energética como 
la que desencadenan las sustancias liquénicas es difîciImente sal- 
vable por la planta o las hojas afectadas, de tal manera que cuan- 
do llegue al limite, inevitablemente entrarâ en un proceso de sene£ 
cencia. El efecto acelerador de la senescencia foliar inducido por 
el tratamiento consustancias liquénicas, ha quedado comprobado a 
distintos niveles en condiciones de leiboratorio. Por una parte la 
pérdida de agua de los tejidos, que suele acompanar al envejecimien 
to, se ve acelerada,aunque la situaciôn, durante los prin^os dîas, 
se ve paliada en cierta roedida por la presencia de kinetina o de 
âcido giberélico en el medio de incubaciôn (grâfica 16). El mismo 
fenômeno ocurre cuando el parâmetro roedido es el contenido hîdrico 
relativo, que nos da una idea mâs exacta del estado fisiolôgico del 
tejâo, relacionando su contenido en agua con su mâxima capacidad 
hîdrica (grâfica 17).
La evoluciôn de la actividad fosfâtasa âcida nos puede 
dar tambiên una buena perspectiTra de la marcha del envejecimiento, 
ya que se trata de uno de los enzimas directamente implicados en 
la recuperaciôn de materiales que tiene lugar antes de la eüascisiÔn 
foliar. En el caso de nuestra experimentaciôn, los resultados de la 
valoraciôn de este enzima, tanto en su forma soluble como en la li~
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gada a membrana, son definitivos. Particularmente en el segundo de 
los casos(grâfica n"20) el tratamiento con los fenoles liquênicos 
supone un notable incremento en la actividad especffica del enzi­
ma % Ademas,aparece un claro efecto protector por parte de las hor 
monas; incluso se mantienen los niveles de actividad especîfica 
por debajo de los del control. Precisamente la prevenciôn de la 
formaciôn de los enzimas hidrolîticos bâsicos que intervienen en 
los procesos degradativos, es el papel mâs tîpico que juegan las 
citokininas como hormonas protectoras de envejecimiento. Este mis­
mo efecto ha sido descrito tambiên en algunos casos para el âcido 
giberélico y es évidente que,en QUercus rotundifolia por lo menos, 
en lo que a la fosfatasa âcida se refiere, es capaz de desempe- 
nar esta funcién,•
En cuanto al proceso de abscisiôn foliar, estâ claro que 
tambiên se ve acelerado por el tratamiento de los esquejes con los 
fenoles liquênicos, como se aprecia en la grâfica n°18. Y es lôgico 
que asf ocurra siendo como es este proceso el ûltimo paso dentro 
de una serie de etapas encadenadas que han comenzado con la quela- 
ci6n del manganeso cloroplâstico. Tambiên a este nivel aparece un 
eficaz efecto protector por parte de ambas hormonas ensayadas, que 
es algo superior en el caso de la kinetina, hormona cuya capacidad 
para retrasar la abscisiôn foliar es de sobra conocida.
Noha sido posible seguir a nivel histolôgico el desarro- 
llo de la abscisiôn con los distintos tratamientos, debido a la cons 
tataciôn de que la zona de abscisiôn se forma ya en la ontogenia fo­
liar en Q. rotundifolia, sin que tenga lugar ninguna transformaciôn 
ni digestiôn de paredes celulares , como se aprecia en las lâminas 
17 a la 20. Al parecer, las hojas de este ârbol se mantienen en él
16 3
incluso mucho tiempo después de haber perdido toda vitalidad y , 
cuando caen, la ruptura tiene lugar a través de la zona menos con 
sistente del peciolo, por estar formada por células mSs pequenas 
y carente de esclereidàs.
El dramâtico efecto de desorganizaciôn cloroplâstica que 
se observa en los tratamientos con sustancias liquénicas, se puede 
enfocar desde dos puntos de vista: puede ser la deficiencia en man 
ganeso la que directamente provoque la desorganizaciôn de la estruc 
tura laraelar (TEICHLER-ZALLEN, 1969), situaciôn muy posible ya que 
este catiôn juega un importante papel estructural y su falta trae 
consigo el quelos cloroplastos se vuelvan sensibles a la luz, pier 
dan su estructura y puedan llegar a desintegrarse. La otra posibil^ 
dad es que sea la consecuencia de un proceso tîpico de senescencia.
La mayorîa de las alteraciones observadas en los cloropla^ 
tps en respuesta al tratamiento con sustancias liquénicas se pueden 
atribuir a los cambios ultraestructurales descritos en procesos se- 
nescentes: desorganizaciôn de los grana, dilataciôn de las lamelas 
tilacoidales y aumento de plastoglôbulos. sin embargo, las estruc- 
turas con aspecto de estromacentros,que aparecen en este caso con 
gran frecuencia,no se describen en relaciôn con hojas senescentes, 
aunque guardan similitud con estructuras que aparecen en ocasiones 
en plantas sometidas a condiciones de stress (GUNNING & cols, 1968). 
Las formaciones de tipo paracristalino,que se resuelven en hexSgo- 
nos ordenados periôdicamente,parecen guardar conexiôn con las es­
tructuras de aspecto de estromacentros y probablemente evolucionen 
a partir de ellas.
V. C O N C L U S I O N E S
165
1. Las poblaciones liquénicas integradas en su mayor parte por 
el lîquen Evernia prunastri son capaces de provocar la des- 
foliacion de ramas y la atrofia de arbustes de Quercus rotun­
difolia al crecer epifîticamente sobre este forofito.
2. El grado de desfoliaciôn parece estar relacionado con la can­
tidad de talos liquênicos que hayan tenido éxito en su pénétra 
cion hasta los tejidos conductores y con su proliferaciôn a 
este nivel.
3. LOS talos liquênicos de E.prunastri son capaces de penetrar 
activamente en el interior de los tejidos del forofito, provo 
cando una gran destruccién de los tejüos corticales, entre 
los que crece en forma masiva. Su presencia en el xilema esté 
representada por hifas que, aisbdamente o en pequenos grupos, 
proliferan en su interior de elementos conductores, fibras, 
radios medulares, y que en ocasiones alcanzan la médula.
4. El lîquen posee al menos uno de los mécanismes enzimSticos 
mâs necesarios a la hora dedegradar las paredes celulares del 
huesped. Se trata de la actividad /S-1,4 glucanasa.
5. Se han observado hifas liquénicas aisladas perforando paredes 
celulares de sus huespedes lo que junto con el punto anterior, 
hablarîa en favor de una ruptura enzimâtica de las paredes del 
huesped.
6. Las sustancias liquénicas de E. prunastri son eficaces inhib^ 
doras del transporte de electrones ligado al fotosistema II
de los cloroplastos del forofito y su acciôn a este nivel tie­
ne lugar por quelaciôn del manganeso de las lamelas tilacoida­
les.
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7- De las cuatro sustancias liquénicas de E. prunastri, el Scido 
ûsnico présenta una mayor acciôn inhibidora, relacionada con 
la presencia en su molécula de très puntos de quelaciôn tren­
te a los dos que poseen la atranorina, la cloroatraorina y el 
âcido evérnico.
8. La inhibiciôn provocada a nivel de la fotolisis del agua 
tiene como consecuencia un descenso de la cantidad de azGcares 
fotosintetizados.
9. La planta reacciona trente a esta situaciôn de escasez de foto 
asimilados mediante la degradaciôn de sus réservas de almidôn. 
Las hormonas kinetina y âcido giberélico son capaces de actuar 
a este nivel promoviendo una mâs râpida movilizaciôn de las re 
servas hidrocarbonadas, lo que se traduce en una aparente pro­
tecciôn cuando se miden los niveles de azGcares foliares.
10. La desapariciôn de réservas hidrocarbonadas con los distintos 
tratamientos coincide con un incremento en la actividad respi­
ratoria foliar y una mayor salida de azGcares al medio de in­
cubaciôn .
11. Q. rotundifolia no présenta el mecanismo de acumulaciôn de li­
pides en respuesta a la situaciôn de stress provocada por las 
sustancias liquénicas.
12. Esta situaciôn carencial, energéticamente considerada, tiene 
como consecuencia la aceleraciôn de los procesos de senescencia 
foliar.
13. El tratamiento con sustancias liquénicas provoca una pérdida 
de agua en los tejidos y una disminuciôn de su contenido hi- 
drica relativo como consecuencia del proceso senescente que es­
tân acelerando.
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14. La actividad hidrolizante del enzima fosfatasa âcida se ve incre 
mentada por el tratamiento con sustancias liquénicas, tanto e-n 
la fraccciôn soluble como en la ligada a membrana, lo que estâ 
relacionado con el estîmulo de los procesos degradativos que e£ 
tân provocando.
15. La tendencia a la abscisiôn de las hojas de Q. rotundifolia tra­
tadas con sustancias liquénicas es superior a la de las que no 
han sufrido el tratamiento, siendo ésta la consecuencia final 
esperable del efecto acelerador de envejecimiento que se ha de£ 
crito.
16. Las hormonas vegetales kinetina y âcido giberélico presentan un 
efecto protector de envejecimiento en Q. rotundifolia; este efec 
to es generaImente superior para la kinetina que para el âcido 
giberélico.
17. La ultraestructura de los cloroplastos se ve granderaeute afec- 
tada por el tratamiento con los fenoles liquênicos, situaciôn 
que puede ser debida indirectamente a la desorganizaciôn provo­
cada por la pérdida del manganeso lamelar.
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